
 

                                          

 

 
 
 
 

 
TESIS DOCTORAL 

 
 

 
Caracterización de la respuesta inmune innata a 

ligandos de TLR, infecciones bacterianas y tratamiento 

con probióticos en la cirrosis 

 

 

 

 

 
                    AUTOR                                                           DIRECTOR 

Juan Camilo Nieto Sáchica                        Silvia Vidal Alcorisa 

 

 

 

Programa de Doctorado en Inmunología 
Departamento de Biología Celular, Fisiología e Inmunología 
IIB Institut de Recerca Hospital de la Santa Creu I Sant Pau 

Universitat Autònoma de Barcelona, 2015 
 
 



 





ABREVIATURAS 
	
  
	
  
ADN	
  
AGCC	
  
AIM-­‐2	
  
AP-­‐1	
  
APC	
  
ARN	
  
CD	
  
CLP	
  
CLR	
  
CMP	
  
DAMP	
  	
  
DTH	
  
EGF	
  
GALT	
  
GM-­‐CSF	
  
HSC	
  
IC	
  
ICAM	
  	
  
IFN	
  
Ig	
  
IKK	
  
IL	
  
iNOS	
  	
  
IRAK	
  	
  
IRF	
  	
  
ITAM	
  
LBP	
  
LPS	
  	
  
LRR	
  	
  
Mal	
  	
  
MHC	
  
M-­‐CSF	
  	
  
MPO	
  
MyD88	
  	
  
NF-­‐AT	
  
NF-­‐kB	
  
NK	
  
NLR	
  
NOD	
  
PAMP	
  
PBE	
  
PKC	
  	
  
PPAR-­‐γ	
  	
  
PRR	
  	
  
PTX3	
  
RLR	
  

	
  
	
  
	
  
Ácido	
  desoxirribonucleico	
  
Ácidos	
  grasos	
  de	
  cadena	
  corta	
  
Absent	
  in	
  melanoma-­‐2	
  
Activation	
  protein-­‐1	
  
Antigen-­‐presenting	
  cell	
  
Ácido	
  ribonucleico	
  
Cluster	
  de	
  diferenciación	
  
Common	
  lymphoid	
  progenitors	
  
C-­‐type	
  lectin	
  receptor	
  
Common	
  myeloid	
  progenitors	
  
Damage	
  associated	
  molecular	
  pattern	
  
Delayed-­‐type	
  hypersensitivity	
  
Epidermal	
  growth	
  factor	
  
Gut-­‐associated	
  lymphoid	
  tissue	
  
Granulocyte	
  Macrophage	
  Colony-­‐Stimulating	
  Factor	
  
Hematopoietic	
  stem	
  cell	
  
Immune	
  complexes	
  
Intracellular	
  Adhesion	
  Molecule	
  
Interferón	
  
Inmunoglobulina	
  
IkB	
  kinase	
  
Interleucina	
  
Inducible	
  nitric	
  oxide	
  synthase	
  
Interleukin-­‐1	
  receptor-­‐associated	
  kinases	
  
Interferon	
  regulating	
  factor	
  
Immuno	
  receptor	
  tyrosine-­‐based	
  activation	
  motif	
  
Lipopolysaccharide	
  binding	
  protein	
  
Lipopolisacarido	
  
Leucin	
  rich	
  region	
  
MyD88	
  adaptor-­‐like	
  
Major	
  histocompatibility	
  complex	
  
Macrophage	
  Colony-­‐Stimulating	
  Factor	
  
Myeloperoxidase	
  
Myeloid	
  differentiation	
  primary	
  response	
  88	
  
Nuclear	
  factor	
  of	
  activated	
  T	
  cells	
  
Nuclear	
  Factor	
  kappa	
  B	
  	
  
Células	
  Natural	
  Killer	
  
NOD-­‐like	
  receptor	
  
Nucleotide-­‐binding	
  oligomerization	
  domain	
  
Pathogen	
  associated	
  molecular	
  pattern	
  
Peritonitis	
  bacteriana	
  espontanea	
  
Protein	
  Kinase	
  C	
  
Peroxisome	
  proliferator-­‐activated	
  receptor	
  gamma	
  
Pattern	
  Recognition	
  Receptor	
  
The	
  long	
  pentraxin	
  PTX3	
  
RIG-­‐I-­‐like	
  receptor	
  



 
RNS	
  
ROS 
SBI	
  
SER	
  
SH2	
  
SLAM	
  
SNP	
  
STAT	
  
TB	
  
TGI	
  
TIR	
  	
  
TNF-­‐α	
  	
  
TLR	
  	
  
TRAF	
  	
  
TRAM	
  	
  
TRIF	
  	
  
VCAM	
  	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  

	
  
Reactive	
  nitrogen	
  species	
  
Reactive	
  oxygen	
  species	
  
Sobrecrecimiento	
  bacteriano	
  intestinal	
  
Sistema	
  retículo	
  endotelial	
  
Dominio	
  SH2:	
  homología	
  Src2	
  
signaling	
  lymphocytic	
  activation	
  molecule	
  
Single-­‐nuclotide	
  polymorphism	
  
Signal	
  transducer	
  and	
  activator	
  of	
  transcription	
  
Translocación	
  bacteriana	
  
Tracto	
  Gastrointestinal	
  
Toll/IL1	
  receptor	
  
Tumor	
  necrosis	
  alpha	
  
Toll-­‐like	
  receptor	
  
Tumor	
  necrosis	
  factor	
  receptor-­‐associated	
  factor	
  	
  
Trif-­‐releated	
  adaptor	
  molecule	
  
TIR-­‐related	
  adaptor	
  protein	
  inducing	
  interferon	
  
Vascular	
  cell	
  adhesión	
  molecule	
  
	
  
	
  
	
  
	
  



!

!

!



!

!

 

!"#$"%&'%()*!'*+&)%

,-! .'/01'*2/011".3%------------------------------------------------------------------------------------------------%4!

!"#$%"&'(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((')'
#$%%*!+'((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((','

5-! +*!.)&0((+6*%--------------------------------------------------------------------------------------------------------%,5!

"-'#.#/"%*'.&%$&"'.&&*/0'+'#$#'10%20&"&/"#'1"-$-*!"#('3"&"!*-.4*4"#'((((((((((((((('56'
!"#"$%&'"()*")'"#&+&#,-,"+%&)*")$.%'&+"()"+)/.),+-0+,*.*),++.%.1)11111111111111111111111)23)

!"#$%&'()*%+',-+"$'()"(%,."/%()")0"#12'&%())3!45!(67)777777777777777777777777777777777777777777777777)89)

!$.&,.0"+'():"*.+."()/')!;;(7)777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)89)

;','0#%$'()#.0%)<%++)3<=;67)7777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)8>)

5.'*?$%()/')+"):"*.+.")<=;)777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)8@)

<%++A+.B')$','0#%$)C)77777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)8D)

EF"()/')('G"+.H",.1&)/')+%()<=;(7)77777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)IJ)

!%+.*%$:.(*%()'&)+%()2'&'()!;;7)77777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)I8)

45/0/.()*")/.)'"($0"(%.),+-0+"),++.%.)111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111)67)

5%&%,.#%()77777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)IK)

5",$1:"2%()777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)I9)

L'-#$1:.+%()7777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)KK)

4,%&#,+.()$'&*0#,*.()*0'.+%")/.)("8./,9.#,:+);<.)=>!)"+)/.)'"($0"(%.),++.%.)1111111)7?)

<LMAα)77777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)K9)

N=A8J)7777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)K@)

N=A9)7777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)KD)

!"#2$"#/*'.&&*/*'"&'-*#'.&7"11.0&"#'8*1/"!.*&*#'"&'-*'1.!!0#.#'9"2:/.1*'((((((((((('65'
>.)4,''&(,(1)@"A,+,#,:+)11111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111)B2)

O.$$%(.()/'(,%*0'&("/")777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)CI)

4(,.#.(7)777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)CK)

!'$.#%&.#.()'(0%&#P&'")?",#'$."&")3!QR6)7777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)CK)

='.+(/&#.#,:+)C.#%"',.+.)D=CE)111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111)B3)

4+#'$",.%&'()/')+")?"$$'$").&#'(#.&"+)7777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)C>)

;'+",.1&)'&#$')+")*.,$%?.%#")S)+")!QRT),%&(',-'&,."()/')+")<Q7)7777777777777777777777777777777777)UI)

M-&,.%&'()/')+")*.,$%?.%#"7)777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)UI)

!"#$%&'%(#)*+,-.-"/0%1/1-)*)111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111)3B)

!"#$%%$&'(")*%)+,$%-"./"#%)0)7777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)U9)

=%()0$%?.1#.,%()(%?$')'+)#$",#%)2"(#$%.&#'(#.&"+7)7777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)U>)

R+))EV=WK))'&)+"),.$$%(.(7)7777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)98)

F&*"/&()"G$"',-"+%./"()"+)/.)#,''&(,(1)11111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111)?2)

5%/'+%)/').&/-,,.1&)/'),.$$%(.()0%$)OO+C)777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)9I)

4-! 7+86!'/+/%3%)#9'!+:)/%--------------------------------------------------------------------------------------------%;<!

9.2;/"#.#'(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((('<,'
08="/.>0#'((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((('<?'

X'&'$"+)77777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)9D)

R(0',F:.,%()7777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)9D)



!

!

=-! 80#$+("(+)*'/%--------------------------------------------------------------------------------------------------------%>,!

<-! /?*!'/+/%&'%.'/0$!"&)/%3%&+/(0/+6*%------------------------------------------------------------------%,,;!

H'%<#0/&)I)77777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)88@)

VF&#'(.()/');'(-+#"/%()77777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)88@)

Y.(,-(.1&)S)$'+'Z"&,.")77777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)8IJ)

H'%<#0/&)II)777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)8II)

VF&#'(.()/');'(-+#"/%(7)7777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)8II)

Y.(,-(.1&)S)$'+'Z"&,."7)7777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)8IU)

H'%,#0/&)III)7777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)8I9)

VF&#'(.()/')$'(-+#"/%(7)77777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)8I9)

Y.(,-(.1&)S)$'+'Z"&,."7)7777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777)8I@)

;-! ()*($0/+)*'/%-------------------------------------------------------------------------------------------------------%,4,!

>-! #+#$+)@."A?"%---------------------------------------------------------------------------------------------------------%,4;!

!

 

!

 

!

 

!

!

 

 

 

 

 

 

 

 

 



!

!

 

 

 



!

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. RESUMEN/SUMMARY 
!

!

!

!



!

!

!

"!



!

!

!

#!

RESUMEN 
!

La cirrosis ha sido definida como una etapa final de la enfermedad hepática, donde 

convergen diferentes fenómenos que afectan a la supervivencia de los individuos 

que la padecen. Dentro de estos fenómenos encontramos el paso de productos 

bacterianos al torrente sanguíneo, definido como translocación bacteriana 

patológica. Estos productos bacterianos al ser reconocidos por los Toll-like 

receptors de las células del sistema inmune, generan un estado pro-inflamatorio 

crónico. Este estado altera la respuesta inmune sistémica y predispone al desarrollo 

de infecciones bacterianas y complicaciones de la cirrosis, como la peritonitis 

bacteriana espontanea. Los probióticos pueden prevenir la translocación bacteriana 

patológica modulando la microbiota intestinal y mejorando la barrera intestinal. Sin 

embargo, se desconocen los mecanismos por los cuales mejoran estas condiciones. 

El primer objetivo de este trabajo ha sido evaluar como el polimorfismo en los TLRs  

influye en el estado pro-inflamatorio crónico y en concreto en la respuesta inmune 

sistémica de los pacientes con cirrosis. El segundo objetivo ha sido caracterizar la 

respuesta inmune innata local en los líquidos ascíticos de los pacientes con cirrosis.  

Por ultimo, se ha evaluado la influencia de los probióticos en el manejo de la cirrosis 

inducida con CCl4 en un modelo experimental de rata. 

A continuación se resumen los resultados de cada publicación. 

 

Cytokine production in patients with cirrhosis and TLR4 polymorphisms.%

Nieto JC, Sánchez E, Román E, Vidal S, Oliva L, Guarner- Argente C, Poca M, 

Torras X, Juárez C, Guarner C, Soriano G.  

World Journal of Gastroenterology. 2014; 20(46): 17516-24. 

Se analizó la producción de citocinas de las células de sangre perférica de 

pacientes con cirrosis con o sin el polimorfismo de TLR4 D299G y/o T399I.  Los 

pacientes con alguno de los polimosrfismos de TLR4 tuvieron una mayor incidencia 

de encefalopatía hepática previa que los pacientes wlid-type (78% vs 20%, P = 

0.02). La producción espontanea de IL-6 e IL-10 fue menor en los pacientes con 

polimorfismos de TLR4 que en los pacientes wild-type [IL-6: 888.7 (172.0-2119.3) 
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pg/mL vs. 5540.4 (1159.2-26053.9) pg/mL, P < 0.001; IL-10: 28.7 (6.5-177.1) pg/mL 

vs 117.8 (6.5-318.1) pg/mL, P = 0.02]. Sin embargo la producción de TNF-α, IL-6 e 

IL-10 después de la estimulación con LPS y LTA fue similar en los dos grupos. La 

presencia de alguno de los polimorfismos de TLR4 en los pacientes con cirrosis se 

asoció con un patrón distinto en la producción de citocinas, sugiriendo que los 

polimorfismos en TLR4 tienen un papel importante en el desarrollo de las 

complicaciones de la cirrosis.  

 

Impaired innate immune response of leukocytes from ascitic fluid of patients 

with spontaneous bacterial peritonitis 

Juan Camilo Nieto, Elisabet Sánchez, Cristina Romero, Eva Román, Maria Poca, 

Carlos Guarner, Cándido Juárez, Germán Soriano, Silvia Vidal. 

Journal of Leukocyte Biology. Epub ahead of print August 7, 2015 - 

doi:10.1189/jlb.3AB0315-106R  

Se analizó la respuesta inmune en el líquido ascítico de pacientes con cirrosis y 

ascitis que presentaban: ascitis estéril, PBE de cultivo positivo bacteriano ó PBE de 

cultivo negativo, antes y después del tratamiento con antibióticos. En el momento 

del diagnóstico, se observaron altos niveles de IL-6 e IL-10 en el líquido ascítico de 

los pacientes con PBE con cultivo positivo y PBE con cultivo negativo. Además 

había una correlación de los niveles de IL-6 con el porcentaje de neutrófilos (R = 

0.686, P , 0.001). En este entorno, los neutrófilos de PBE con cultivo positivo y 

negativo tenían un estallido respiratorio deficiente, y, después del tratamiento 

solamente los neutrófilos de PBE con cultivo negativo recuperaron su función 

completa. Las altas concentraciones de IL-6 e IL-10 se correlacionaban con 

macrófagos de baja granularidad y niveles bajos de la expresión de CD14 (R = -

0.436, P = 0.005 and R = 0.414, P = 0.007, respectivamente). Los macrófagos de 

pacientes con PBE con cultivo positivo expresaban niveles bajos de CD16, CD86, 

CD11b, CD206 y HLA-DR, sugiriendo una función global deficiente. El tratamiento 

con antibióticos incrementó todos los marcadores antigénicos analizados en los 

macrófagos de PBE con cultivo positivo. El tratamiento con antibióticos también 

aumentó la expresión de CD11b y CD86 en los macrófagos de PBE con cultivo 
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negativo. En estos macrófagos, el incremento estuvo acompañado por la 

recuperación de la función fagocítica. En resumen, los antibióticos revirtieron los 

niveles de expresión de los marcadores analizados en los macrófagos de PBE con 

cultivo positivo y negativo a niveles de los macrófagos de la ascitis estéril y 

restauraron la función de las células de PBE con cultivo negativo. 

 

VSL#3 probiotic treatment decreases bacterial translocation in rats with 

carbon tetrachloride-induced cirrhosis 

Elisabet Sánchez*, Juan C. Nieto*, Ana Boullosa, Silvia Vidal, Francesc J. Sancho, 

Giacomo Rossi, Pau Sancho-Bru, Rosa Homs, Beatriz Mirelis, Caándido Juárez, 

Carlos Guarner, Germán Soriano. 

Liver International. 2015 Mar;35(3):735-45.  

*Los autores contribuyeron de igual manera en la publicación.  

Se estudió como el tratamiento con VSL#3 modificaba la translocación bacteriana, 

la barrera intestinal y la respuesta inmune en el modelo experimental de rata con 

cirrosis inducida con CCl4. La mortalidad fue similar en el grupo de ratas que habían 

tomado VSL#3 (10/22, 45%) y el grupo que solo había bebido agua (10/24, 42%). 

La incidencia de translocación bacteriana fue de 1/12 (8%) en el grupo VSL#3, 7/14 

(50%) en el grupo que solo bebía agua (P=0.03 grupo agua vs. grupo VSL#3) y 0/11 

(0%) en el grupo control (no cirrosis) (P=0.008 grupo control vs. grupo agua). La 

concentración de enterobacterias y enterococos ileal y cecal fue similar en los dos 

grupos de ratas con cirrosis. La concentración de ocludina fue mayor y los niveles 

de malondialdheido y TNF-α en el suero fueron menores en el grupo VSL#3 

comparado con el grupo que solo bebió agua (P<0.05). En resumen, el VSL#3 

disminuye la translocación bacteriana, el estado pro-inflamatorio y el daño oxidativo 

ileal, además incrementa la expresión de ocludinas en el modelo experimental de 

ratas con cirrosis. 
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SUMMARY 
!

Cirrhosis has been defined as end-stage of liver disease that invariably leads to 

death. Liver damage can originate pathological bacterial translocation and the 

passage of bacteria and/or bacterial products to blood flow. Bacterial products can 

be recognized by immune cells with TLRs and subsequently develop a chronic pro-

inflammatory state. This state alter immune responses predispose to bacterial 

infections and frequent complications such as spontaneous bacterial peritonitis 

(SBP). Probiotics can prevent pathological bacterial translocation by modulating 

intestinal microbiota, improving intestinal barrier and immune disturbances. 

However, mechanisms involved in better responses in cirrhosis are still unknown. 

The first objective of this study was to analyze how TLR polymorphisms influence 

the chronic pro-inflammatory state and specifically in the systemic immune response 

of patients with cirrhosis. The second objective was to characterize the local innate 

immune response in ascitic fluid of patients with cirrhosis. Finally, we evaluated the 

influence of probiotics in the management of cirrhosis induced in an experimental 

model rats with CCl4. 

We summarize the results of each publication in the next paragraphs. 

Cytokine production in patients with cirrhosis and TLR4 polymorphisms.%

Nieto JC, Sánchez E, Román E, Vidal S, Oliva L, Guarner- Argente C, Poca M, 

Torras X, Juárez C, Guarner C, Soriano G.  

World Journal of Gastroenterology. 2014; 20(46): 17516-24. 

We analyze the cytokine production by peripheral blood cells from cirrhotic patients 

with and without TLR4 D299G and/or T399I polymorphisms. Patients with TLR4 

polymorphisms had a higher incidence of previous hepatic encephalopathy than 

wild-type patients (78% vs. 20%, P = 0.02). Spontaneous production of interleukin 

(IL)-6 and IL-10 was lower in patients with TLR4 polymorphisms than in wild-type 

patients [IL-6: 888.7 (172.0-2119.3) pg/mL vs. 5540.4 (1159.2-26053.9) pg/mL, P < 

0.001; IL-10: 28.7 (6.5-177.1) pg/mL vs. 117.8 (6.5-318.1) pg/mL, P = 0.02]. 

However, the production of tumor necrosis factor-α, IL-6 and IL-10 after LPS and 

LTA stimulation was similar in the two groups. TLR4 polymorphisms were associated 
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with a distinctive pattern of cytokine production in cirrhotic patients, suggesting that 

they play a role in the development of cirrhosis complications.  

 

Impaired innate immune response of leukocytes from ascitic fluid of patients 

with spontaneous bacterial peritonitis 

Juan Camilo Nieto, Elisabet Sánchez, Cristina Romero, Eva Román, Maria Poca, 

Carlos Guarner, Cándido Juárez, Germán Soriano, Silvia Vidal. 

Journal of Leukocyte Biology. Epub ahead of print August 7, 2015 - 

doi:10.1189/jlb.3AB0315-106R  

Immune response was analyzed in patients with cirrhosis and ascities with sterile 

ascites, bacterial positive culture SBP or negative culture SBP before and after 

antibiotic treatment. At diagnosis, a high concentration of IL-6 and IL-10 was found in 

the ascitic fluid from negative and positive bacteriological culture. The IL-6 

concentration correlated with the percentage of neutrophils (R = 0.686, P = 0.001). 

In this context, positive and negative culture neutrophils had an impaired oxidative 

burst, and, after the antibiotic, the negative culture spontaneous bacterial peritonitis 

burst was fully recovered. Higher concentrations of IL-6 and IL-10 correlated with the 

presence of low granular CD14low macrophages (R = -0.436, P = 0.005 and R = 

0.414, P = 0.007, respectively). Positive culture spontaneous bacterial peritonitis 

macrophages expressed the lowest levels of CD16, CD86, CD11b, and CD206, and 

HLA-DR, suggesting an impaired global function. Treatment increased all markers 

on the positive culture macrophages and CD11b and CD86 on negative culture 

macrophages. In negative culture spontaneous bacterial peritonitis, this increase 

was accompanied by phagocytic function recovery. The antibiotics then reverted the 

marker levels on positive and negative culture macrophages to the levels on sterile 

ascitis macrophages and restored ascitic negative culture cell function. 
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VSL#3 probiotic treatment decreases bacterial translocation in rats with 

carbon tetrachloride-induced cirrosis 

Elisabet Sánchez*, Juan C. Nieto*, Ana Boullosa, Silvia Vidal, Francesc J. Sancho, 

Giacomo Rossi, Pau Sancho-Bru, Rosa Homs, Beatriz Mirelis, Caándido Juárez, 

Carlos Guarner, Germán Soriano. 

Liver International 2014  

      *Both authors contributed equally to the study. 

Bacterial translocation, Intestinal barrier and immune response were assessed in 

rats with CCl4 induced cirrhosis. Mortality during this study was similar in the VSL#3 

group (10/22, 45%) and the water group (10/24, 42%). The incidence of bacterial 

translocation was 1/12 (8%) in the VSL#3 group, 7/14 (50%) in the water group (P = 

0.03 vs. VSL#3 group) and 0/11 in the control group (P = 0.008 vs. water group). 

The concentration of ileal and caecal enterobacteria and enterococci was similar in 

the two groups of cirrhotic rats. The ileal occludin concentration was higher and ileal 

malondialdehyde and serum levels of TNF-α were lower in the VSL#3 group than in 

the water group (P < 0.05). VSL#3 decreases bacterial translocation, the pro-

inflammatory state and ileal oxidative damage and increases ileal occludin 

expression in rats with experimental cirrhosis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



!

!

!

 

 

 

 

 

 

 

 



!

!

!

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. INTRODUCCIÓN 
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EL SISTEMA INMUNE INNATO Y SUS COMPONENTES 
CELULARES. GENERALIDADES 
 

La función esencial del sistema inmune es proteger al huésped contra agentes 

infecciosos y microorganismos presentes en el ambiente. Para esto cuenta con dos 

tipos de defensa: innata y adaptativa (1). El sistema inmunitario innato es la primera 

línea de defensa que sirve para limitar la infección en el momento más temprano 

después de la exposición a diferentes patógenos (2). Este sistema de defensa 

incluye componentes celulares entre los que se encuentran células epiteliales, 

monocitos, macrófagos, neutrófilos, células dendríticas y células NK, además, de 

componentes del sistema del complemento, una gran variedad de citoquinas y 

moléculas solubles. Las células del sistema inmune innato pueden reconocer 

patrones moleculares asociados a patógenos (Pathogen-associated molecular 

patterns PAMPs) y señales endógenas asociadas al daño tisular (Damage associted 

molecular patterns DAMPs). El sistema inmune innato es capaz de responder frente 

a este tipo de señales de peligro y daño tras ser detectadas por los receptores de 

reconocimiento de patrones (PRRs) (3). 

El sistema innato se complementa con la respuesta a través del sistema inmune 

adaptativo que genera respuestas antígeno-específicas y confiere memoria 

inmunológica tras el primer contacto con el antígeno. La respuesta inmune 

adaptativa está mediada por componentes celulares, los linfocitos T y B, y 

componentes de tipo humoral, como es la respuesta mediada por anticuerpos. Las 

células presentadoras de antígeno (APC), y en especial células dendríticas y 

macrófagos, juegan un papel fundamental en la conexión entre la inmunidad innata 

y la inmunidad adaptativa, ya que son las responsables de procesar y presentar 

antígenos a los linfocitos T en el contexto de moléculas del complejo de 

histocompatibilidad (MHC) presentes en su superficie (4). En consecuencia, el 

sistema inmune innato además de tener como función el reconocimiento de 

patógenos, estimula y polariza la respuesta inmune adaptativa con objeto de 

optimizar la eliminación del patógeno y minimizar los daños tisulares colaterales (5). 
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El sistema inmunitario de los vertebrados superiores está compuesto por gran 

variedad de células funcionalmente diferentes que derivan de células madre 

hematopoyéticas (haematopoietic stem cells HSC) y que además están en 

constante renovación (6). Las HSC se renuevan a sí mismas y dan lugar a células 

progenitoras  linfoides (del inglés common lymphoid progenitors CLP), además de a 

células progenitoras mieloides (del inglés common myeloid progenitors CMP) con un 

potencial más limitado y que dan origen a granulocitos, monocitos, macrófagos, 

células dendríticas y mastocitos (7) 

 

Receptores de reconocimiento de patrones en la inmunidad innata. 
 

A diferencia de los receptores antigénicos generados por las células linfocitarias del 

sistema inmune adaptativo, los PRRs son receptores no clonales, codificados en la 

línea germinal, e independientes de la memoria inmunológica (8, 9). A pesar de la 

limitación que supone el hecho de que su especificidad esté determinada 

genéticamente, los PRRs pueden identificar componentes de origen exclusivamente 

microbiano, denominados PAMPs, favoreciendo la generación de una respuesta 

inmunológica rápida y oportuna. Además, se ha demostrado que los PRRs son 

capaces de reconocer componentes moleculares derivados del daño tisular 

originado por la infección, denominados DAMPs (10).  

Los PRRs se expresan preferentemente en la membrana celular externa, vesículas 

endocíticas y el citoplasma de una amplia variedad de células particularmente 

monocitos, macrófagos, células dendríticas, células B, células T y células NK (11). 

No obstante, también se ha detectado su expresión en algunas células como 

fibroblastos y células de la superficie epitelial (8, 12). El panel de PRRs puede variar 

entre las diferentes células inmunes, resultando en una amplia variedad de 

posibilidades para cada tipo de celular. Además de que los diferentes PRRs 

reaccionan con PAMPs concretos, muestran patrones de expresión diferenciados, 

activan vías de señalización específicas y desencadenan distintas respuestas frente 

a los patógenos, también pueden interactuar formando redes multimoleculares 

complejas que potencian su función de reconocimiento (13). 
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Patrones moleculares asociados a patógenos  (PAMPs). 
 
Debido a su implicación en funciones esenciales para la supervivencia y capacidad 

patogénica de los microorganismos (9), la invariabilidad es una de las principales 

características de los PAMPs y facilita la detección de cualquier agente patógeno 

mediante un limitado número de PRRs. Entre los principales PAMPs conocidos, se 

encuentran los ácidos nucléicos microbianos, incluyendo motivos CpG no metilados, 

ARN de doble cadena, ARN de cadena simple, y ARN 5’–trifosfato, así como 

lipoproteínas, glicoproteínas de superficie, flagelina y algunos componentes de la 

membrana como peptidoglicanos, ácido lipoteicoico, lipopolisacarido, manano y 

glicosilfosfatidilinositol (11, 14)(15). Cuando un PRR detecta su correspondiente 

PAMP, se desencadena una cascada de señalización intracelular que desemboca 

en una respuesta inflamatoria caracterizada por fagocitosis, opsonización y 

producción de mediadores de la inflamación, entre los que se encuentran algunos 

péptidos antimicrobianos, citociinas pro-inflamatorias, quimiocinas, e interferones 

del tipo I (IFN) (16). Además, la respuesta mediada por PRR establece una 

conexión entre la inmunidad innata y adquirida (17). 

 

Principales familias de PRRs. 
 

Entre las principales familias de PRRs descubiertas hasta la fecha, se encuentran 

los Receptores Lectina Tipo C (CLR), encargados del reconocimiento, captación e 

internalización por vía endocítica de carbohidratos complejos presentes en 

bacterias, virus y hongos; los Receptores Tipo AIM–2 (Absent In Melanoma 2) cuya 

función radica en la identificación de ADN viral (18); los Receptores Tipo RIG–I 

(RLR), implicados básicamente en el reconocimiento de ácidos nucléicos virales 

(19); los Receptores Tipo NOD (NLR), que se encargan del reconocimiento de 

componentes microbianos intracelulares, y los Receptores Tipo Toll (TLR), siendo 

esta última familia la primera en ser descubierta y la más estudiada en la actualidad 

(Figura 1). 
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Receptores tipo Toll (TLR). 
 

Los TLRs son glicoproteínas transmembranarias de tipo 1, localizadas tanto a nivel 

extracelular (TLR1, 2, 4, 5, 6, 10, 11)  como intracelular (TLR3, 7–9) a nivel de 

retículo endoplásmico y en compartimentos endosomales–lisosomales (20). 

Estructuralmente, los TLRs se caracterizan por la presencia de un dominio 

extracelular (DEC), seguido por una hélice transmembrana simple y un dominio 

intracelular TIR, similar al de los receptores de IL-1 (21). El DEC, esencial para el 

reconocimiento de patrones moleculares, contiene múltiples bloques de 

Repeticiones Ricas en Leucina (LRR) plegados en forma de herradura y protegidos 

por regiones ricas en cisteína que forman una capucha en los extremos N y C–

terminales (14). Se han identificado ligandos naturales específicos para los 

diferentes TLRs que se enumeran en la (Tabla 1) (22). Una de las características 
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Figura 1. TLRs y sus principales ligandos. Se han identificado en humanos 11 tipos de TLRs que 
comparten características estructurales. Los TLRs constituyen una familia de proteínas transmebrana  
que reconocen un amplio espectro de PAMPs. Esta habilidad, permite al huésped detectar la 
presencia de patógenos e iniciar la respuesta inmune evitando la diseminación de la infección. Esta 
respuesta origina una cascada de señalización, fosforilando proteínas citoplasmáticas que activan 
factores de transcripción generando la respuesta inflamatoria. Trejo de la O. Genes and Immunity 
2014.  
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más sobresalientes del reconocimiento mediado por TLR, es la capacidad que 

tienen algunos de ellos, principalmente el TLR2, para detectar una gran variedad de 

ligandos microbianos que no presentan nada en común en términos de estructura 

(1). Se ha confirmado la expresión de TLRs en una gran variedad de tipos celulares, 

tanto inmunitarios: monocitos, macrófagos, células dendríticas, linfocitos B y 

linfocitos T gamma/delta, como no inmunitarios: fibroblastos, miocitos cardiacos, 

células del endotelio vascular y células epiteliales (23)(9).  

 

Existen 11 miembros en la familia TLR en humanos. (20, 24). TLR1, TLR6 y TLR10 

presentan la misma localización cromosómica que TLR2, formando una subfamilia 

teóricamente generada a partir de la duplicación de un mismo gen ancestral. Esta 

circunstancia podría ser la razón por la cual TLR1, TLR6 y TLR10 pueden 

interactuar y formar heterodímeros de reconocimiento de PAMPs con el TLR2 (25). 

 

Tabla 1. Ligandos de TLRs. Modificado de Abdullah Z. EMBO J 2014 . 
Tabla 1. Los TLRs y sus ligandos específicos 

TLR Ligando Tipo de ligando 

TLR1 Lipoproteínas triacetiladas/ forma complejos con TLR2  

TLR2 Lipopolisacárido de bacterias Gram negativas, péptidoglicanos 

de bacterias Gram positivas y acido lipoteicoico 

Exógeno 

 HMGB1, acido hialurónico, proteínas de choque térmico  Endógeno 

TLR3 ARN de doble cadena Exógeno y endógeno 

TLR4 Lipopolisacárido de bacterias Gram negativas, péptidoglicanos 

de bacterias Gram negativas 

Acido hialurónico, proteínas de choque térmico, ácidos grasos 

libres, sulfato de heparina 

Exógeno 

 

Endógeno 

TLR5 Flagelina Exógeno 

TLR6 Lipoproteínas diacetiladas/ forma complejos con TLR2  

TLR7 ARN de cadena sencilla Exógeno y endógeno 

TLR8 ARN de cadena sencilla Exógeno y endógeno 

TLR9 Ácido desoxirribonucleico (ADN) no-metilado  

HMGB1 

Exógeno 

Endógeno 

TLR10 Desconocido  

 

Miembros de la familia TLR 
 

Por otro lado, TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 están estrechamente relacionados debido 

a su ubicación intracelular y a su capacidad para reconocer ácidos nucleicos de 
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origen microbiano. TLR7 y TLR8 reconocen los mismos ligandos, se localizan en 

compartimentos del retículo endoplásmico y requieren de la maduración 

endosomal/lisosomal para su activación. La diferencia entre TLR7 y TLR8 radica en 

que TLR7 se presenta en forma de dímero preformado mientras que TLR8 forma 

dímeros en el momento de la unión al ligando (26, 27) . 

Toll-like receptor 4 
!

El receptor TLR4 fue el primer miembro de la familia de los TLR identificado y el 

mejor caracterizado hasta la fecha. El TLR4 participa en el reconocimiento y 

respuesta frente a las infecciones sistémicas bacterianas, principalmente las 

originadas por bacterias Gram negativas (-). Su principal función es el 

reconocimiento del lipopolisacárido (LPS), un factor de virulencia e inmuno-

potenciador que está presente en la pared celular de las bacterias Gram- (28). 

También se ha descrito que el TLR4 es capaz de reconocer otros componentes 

microbianos como proteínas de fusión y de la cápsula en algunos tipos de virus (29). 

A diferencia de otros TLRs, el TLR4 es incapaz de reconocer por sí solo a su 

ligando, requiriendo la formación de un complejo de reconocimiento para poder 

llevar a cabo su función (30). Este complejo incluye dos proteínas accesorias: CD14 

(cluster de diferenciación 14) y LBP (proteína de unión al lipopolisacárido), además 

de la proteína de señalización MD–2 (proteína de diferenciación mieloide 2). CD14 y 

LBP se encuentran ancladas a la membrana celular pero carecen de dominio 

citoplasmático, por lo que son incapaces de transducir señal alguna al interior 

celular tras el reconocimiento del ligando. La función de estas moléculas consiste en 

presentar el LPS bacteriano a MD–2, que a su vez se une a TLR4. Los mecanismos 

moleculares bajo los cuales el LPS es transferido desde CD14 a MD–2 no han sido 

completamente descubiertos, habiéndose sugerido incluso que la participación de 

CD14 no es necesaria para que tenga lugar la interacción de MD–2 con el LPS y la 

posterior señalización de TLR4 (31). Lo contrario sucedería con MD–2, una 

molécula imprescindible en la respuesta frente al LPS bacteriano, ya que su 

ausencia dentro del complejo implica el no reconocimiento de este ligando por parte 

de TLR4 (32). 
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Vías de señalización de los TLRs. 
 

Gracias a la caracterización genética y bioquímica de las vías de señalización 

mediadas por TLR, se ha logrado identificar la mayoría de sus componentes, así ́

como sus interacciones. De todos los componentes identificados, la molécula 

adaptadora MyD88 (Factor de Diferenciación Mieloide 88) representa un factor 

proximal esencial en la activación de la respuesta inflamatoria mediada por TLR. 

MyD88 actúa como punto de inicio de una ruta de señalización común a todos los 

TLR. También se ha demostrado que es posible desencadenar una vía de 

señalización alternativa e independiente del MyD88 representada por la molécula 

adaptadora TRIF (33). 

 

La consecuencia final de la inducción de cualquiera de estas dos rutas de 

señalización es la expresión de citocinas pro-inflamatorias y moléculas efectoras 

antimicrobianas y antivirales, así ́ como de moléculas co-estimuladoras de 

macrófagos, células dendríticas y células NK con la subsecuente influencia sobre la 

respuesta inmune adaptativa (26). 

 

Señalización dependiente de MyD88. 

 

Cuando la activación de la vía es dependiente de MyD88, esta proteína se recluta y 

asocia con los TLRs a través de los dominios TIR de ambas moléculas (27). Este 

evento permite que MyD88 se una a IRAK–4 (Quinasa 4 asociada al receptor de IL–

1) a través de su dominio intermedio y a IRAK–1 mediante su dominio de muerte 

(33). La proximidad entre ambas quinasas provoca que IRAK–4 fosforile a IRAK–1. 

IRAK–1 fosforilado entonces se une a la proteína TRAF–6 (Factor asociado al 

receptor de TNF), y ambos se disocian del complejo del receptor e interactúan con 

otras proteínas . 

 

Señalización independiente de MyD88. 

 

La vía independiente de MyD88 sólo es empleada por TLR3 y TLR4. Ambos 

receptores señalizan a través de la proteína TRIF (Adaptador que contiene el 

dominio TIR e induce IFN-γ y sólo TLR4 ocupa a la proteína TRAM (Molécula 
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adaptadora asociada a TRIF). La señalización de la vía independiente a MyD88 

abarca la siguiente secuencia: la proteína acopladora TRIF recluta al complejo 

proteico TRAF6–TAK1–TAB2 que activa a las IKK permitiendo la liberación de NF-

kB. La molécula TRIF, también interactúa con el dímero TBK1/IKK ocasionando la 

translocación del factor nuclear IRF–3 (Factor regulador de IFN–3), y provocando la 

síntesis de interferón tipo I (IFNα/β) (34). 

 

Polimorfismos en los genes PRR. 
!

La observación de que una mutación en el gen TLR4 en ratones ocasionaba una 

alteración en la respuesta al lipopolisacárido (33), despertó́ el interés por el estudio 

de la variación genómica de los receptores de reconocimiento de patrones y las 

consecuencias en su interacción con los agentes patógenos. En la actualidad, hay 

un gran numero de investigaciones enfocadas al estudio de variaciones polimórficas 

en genes que codifican para receptores inmunes innatos y su relación con los 

procesos patológicos, como la sepsis, enfermedades autoinmunes, desordenes de 

tipo alérgico y diferentes tipos de cáncer (Figura 2) (35-37). 

En este sentido, se ha observado que la existencia de dos polimorfismos no 

sinónimos ubicados en la región codificante del gen TLR4 humano (D299G y T399I) 

y se asocian con una baja capacidad de respuesta a las endotoxinas en humanos, 

afectando la ruta de señalización del factor NFκB y como consecuencia, el 

descenso en la producción de citocinas inflamatorias (38). 

La presencia de estos polimorfismos se ha asociado al desarrollo de procesos 

patológicos como el asma y las enfermedades atópicas (39), al desarrollo de 

síntomas clínicos severos en pacientes con rinitis alérgica estacional, cuando se 

presentan junto a polimorfismos en la región promotora del gen TNF-α (–238A, –

308G) (36), o bien al desarrollo de susceptibilidad a la enfermedad de Crohn y colitis 

ulcerativa, en presencia de polimorfismos en la secuencia codificante del gen NOD2 

(R702W, G908R y L1007fsinsC) y la región promotora del gen CD14 (–159T-C) 

(40). La mutación D299G del gen TLR4 humano también se ha asociado al 

incremento de susceptibilidad a padecer cáncer de mama (37). 
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De igual forma, se ha descrito que la presencia de polimorfismos en la región 

promotora del gen TLR4 humano puede influir en la respuesta inflamatoria a nivel 

de mucosas frente a la infección con E. coli uropatogénica (41). Concretamente en 

bovinos, un SNP en la región promotora y dos SNP en la secuencia codificante del 

gen TLR4 se han asociado con la susceptibilidad a padecer mastitis infecciosa por 

persistencia en la lactancia (42).  

             

hTLR4
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C/T

D299G T399ID299G
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A/G
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Figura 2. Representación esquemática de los SNPs del TLR4 asociados a la incidencia de 
enfermedad. Representación de las variaciones polimórficas en el TLR4. Cambio de Asp por Gly en 
la posición 299 y un cambio de Thr por Ile en la posición 399. Se ha relacionado ambos SNPs con el 
desarrollo de shock séptico y mayor riesgo del desarrollo de la enfermedad de Crohn e infecciones 
del tracto urinario. Abreviaturas: LRR, Leucin rich region; TIR, Toll/IL1 receptor. Modificado de Trejo 
de la O, A. Genes and Immunity 2014. 

La presencia de dos polimorfismos no sinónimos del gen TLR2 humano (R753Q, 

P631H) en combinación con variaciones en el gen NOD2 aumentan la 

susceptibilidad a padecer procesos infecciosos por bacterias oportunistas. Este 

hecho se observó en pacientes que desarrollaron peritonitis bacteriana espontanea 

derivada de un cuadro clínico de cirrosis y ascitis (43). La presencia de 

polimorfismos en el gen TLR2 humano también se ha asociado con las primeras 

etapas de desarrollo de problemas asmáticos en niños (44). Además, una delación 

de 22 nucleótidos de la región promotora del gen TLR2 humano (–196 a –174) 

provoca una disminución en la actividad de TLR2, asociada con la susceptibilidad a 

padecer cáncer que es debida posiblemente a un fallo en el reconocimiento de la 

bacteria Helicobacter pylori (45). 

Existen también estudios que demuestran una relación entre la presencia de 

polimorfismos en el gen TLR5 con la susceptibilidad a padecer enfermedades 

inflamatorias intestinales. En perros, la presencia de tres polimorfismos no 

sinónimos en la secuencia codificante del gen TLR5 está asociada 

significativamente al desarrollo de la enfermedad inflamatoria intestinal (46).  
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Otros autores han reportado una asociación entre la presencia de polimorfismos en 

los receptores intracelulares NOD1 y NOD2 con la susceptibilidad a presentar 

patologías de tipo cancerígeno, básicamente a nivel gástrico, debido a alteraciones 

en el reconocimiento del patógeno Helicobacter pylori (47). En el caso del gen 

NOD1 humano en particular, se ha logrado determinar con exactitud que un SNP no 

sinónimo (E266K) está estrechamente relacionado con el desarrollo de cáncer 

gástrico de tipo inflamatorio debido a la infección por Helicobater pylori (48). Por otra 

parte, tres mutaciones en el gen NOD2 (R334Q, R334W and L469F) se han 

asociado con un incremento en la susceptibilidad a padecer sarcoidosis y síndrome 

de Blau. Finalmente, la inserción de una base en el marco de lectura del gen NOD2 

(23020insC) ha sido asociada al desarrollo de la enfermedad de Crohn junto con 

otras dos variaciones alélicas en dicho gen (R702W, G908R) (49). 

Las investigaciones previamente descritas, demuestran la importancia de la 

identificación y caracterización de los polimorfismos presentes en genes que 

codifican para receptores de patógenos. El estudio funcional de los polimorfismos 

en genes de la respuesta inmune innata, como son los TLR y NLR, representa la 

base para el establecimiento de futuras estrategias para el control, prevención y 

tratamiento de las enfermedades infecciosas (50). 

 

Células de la respuesta inmune innata 
 

Monocitos 
 

Los monocitos son un grupo de células circulantes en la sangre, médula ósea, y el 

bazo que constituyen aproximadamente el 10% de los leucocitos humanos, tienen 

características morfológicas típicas como su núcleo ovalado, la presencia de 

vesículas y gránulos citoplasmáticos que contienen lisosomas, vacuolas fagocíticas 

y filamentos esqueléticos. En la sangre periférica tienen una vida media corta, entre 

uno y dos días y contribuyen a la renovación de los macrófagos y células 

dendríticas tisulares. Si en este tiempo no son reclutados al interior de los tejidos, 

mueren y son eliminados de la sangre (51). El proceso de entrada a los tejidos y 

diferenciación está controlado por citoquinas que actúan como quimioatrayentes, 
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factores de crecimiento y diferenciación. Los monocitos en presencia del factor 

estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF) e interleucina (IL)-

4 generan células dendríticas, mientras que cuando se diferencian en presencia de 

GM-CSF o el factor de crecimiento estimulador de colonias de macrófagos (M-CSF) 

se generan macrófagos (52). 

Los monocitos se originan en la médula ósea a partir de un precursor mieloide 

(CD34)+ y se liberan posteriormente al torrente sanguíneo donde exhiben 

heterogeneidad en términos de morfología, marcadores de superficie y capacidad 

fagocítica (52). Se han subdividido en tres subpoblaciones según la intensidad de la 

expresión del receptor de LPS, CD14, y el receptor FCγIII, CD16 (Figura 3) (53). 

1. Monocitos clásicos, definidos por el fenotipo CD14++ CD16- que son el 85% 

de los monocitos totales. 

2. Monocitos intermedios,  CD14++ CD16+, son aproximadamente un 5% 

3. Monocitos no clásicos , CD14dim CD16+, son aproximadamente un 10% 

Las tres subpobalciones tienen la capacidad de secretar citocinas pro-inflamatorias 

después de una estimulación con ligandos de TLRs. Sin embargo, la subpoblación 

de monocitos intermedios son los mayores productores de TNF-α, IL-1β e IL-6 

después de una estimulación con LPS (54). Los monocitos no clásicos CD14dim 

CD16+  producen niveles de IL-10 muy bajos, a diferencia de la población de 

monocitos clásicos, los mayores productores de IL-10. (55). Las distintas 

subpoblaciones de monocitos expresan diferentes niveles de receptores tipo 

scavenger como el CD36 y el CD163, de receptores de quimiocinas como el CCR2, 

CCR5 y CX3CR1 y otros receptores como el CD206 (Figura 3) (56-58). Por lo tanto, 

estas subpoblaciones producen diferentes respuestas durante los procesos 

inflamatorios, sugiriendo que los monocitos pueden tener diferentes papeles durante 

la respuesta inflamatoria. 

Los monocitos expresan múltiples receptores que intervienen en diferentes 

procesos durante la respuesta inmune innata La activación de estos receptores 

muchas veces desencadena la activación celular y su consecuente respuesta. Entre 

estos receptores tenemos los TLRs. Los monocitos expresan TLRs intracelulares y 

extracelulares (58), siendo las células más respondedoras a ligandos de TLRs, tanto 

PAMPs como DAMPs (59). Una vez el monocito es activado por señales vía TLR, 
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secretará citocinas inflamatorias como el TNF-α , IL-1β, IL-8, IL-6 y quimiocinas, que 

intervendrán en la respuesta inflamatoria. Estas señales vía TLR también inducen la 

producción y secreción de citocinas antiinflamatorias como la IL-10 (60) y la 

expresión de moléculas como el CD80, CD86 y el MHC-II en su superficie. A través 

de estas moléculas de superficie, los monocitos tienen la capacidad de presentar 

antígenos y co-estimular las células del sistema inmune adaptativo (61). Otros 

receptores que se ven afectados por la estimulación vía TLR son los receptores de 

tipo scavenger,  cuya función principal es actuar como receptores fagocíticos no 

dependientes de opsonización de patógenos. Además pueden captar lipoproteínas 

modificadas e intervenir en el proceso final de la inflamación reconociendo células 

apoptóticas para ser fagocitadas (62). Entre estos receptores se encuentran el 

CD163 que reconoce complejos de haptoglobina-hemoglobina y facilita el 

reconocimiento antigénico, la presentación de antígenos y la respuesta contra las 

infecciones. Su expresión baja en presencia de estímulos de TLR (63). Otro 

receptor scavenger es el CD36 que reconoce células apoptóticas y bacterias gram 

positivas. Está involucrado en diferentes procesos fisiológicos como la 

angiogénesis, inflamación, metabolismo lipídico y de azucares en la respuesta 

inmune. Cuando los monocitos son estimulados vía TLR disminuye la expresión de 

CD36 en su superficie. (57). El CD206 es un receptor de tipo lectina que se une a la 

manosa de las glicoproteínas y glicolípidos, que forman parte de la pared celular de 

los microorganismos. De momento se desconoce si la señalización vía TLR puede 

modular la expresión de este receptor(62).  

Los monocitos son considerados el reservorio de precursores mieloides para la 

renovación de macrófagos y células dendríticas de los téjidos (64).  El M-CSF es 

necesario para la supervivencia de monocitos circulantes y potencia su capacidad 

fagocitica, la función de anti-microbiana y el incremento de la producción de 

citocinas. En condiciones de homeostasis, la diferenciación de monocitos a 

macrófagos esta principalmente dirigida por el M-CSF, factor producido por células 

del estroma en la sangre y los tejidos (65). Los monocitos maduros expresan el 

receptor del M-CSF (M-CSFR)  y de esta manera consumen el M-CSF circulante 

generando un bucle de retro alimentación, responsable de la posterior disminución 

de M-CSF circulante y con ello la disminución de la proliferación de monocitos (66).  

En un contexto inflamatorio, la diferenciación de los monocitos está controlada 
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principalmente por el GM-CSF que genera macrófagos de tipo inflamatorio (67). Los 

monocitos tienen una elevada plasticidad en su proceso de diferenciación que es 

tejido y/o estímulo dependiente (68).  
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Figura 3. Subpoblaciones de monocitos y sus moléculas de superficie. Existen tres 
subpoblaciones de monocitos que expresan un amplio rango de moléculas que les confieren una 
potente capacidad de identificar células  muertas, lípidos y patógenos bacterianos (CD36, CD64). 
Tienen una gran capacidad migratoria (CCR2, CCR5, CX3CR1) y de presentación antigénica (MHC-
II). Responden de manera eficiente a estímulos de TLR produciendo citocinas y otros mediadores 
inflamatorios. Esta gran heterogeneidad se refleja también en estados posteriores de maduración y 
polarización. Modificado de Zimmermann HW, Front physiol 2012. 

 

 

Macrófagos 
 

Los macrófagos juegan un papel crítico en el desarrollo de la respuesta inmunitaria, 

debido a que actúan como primera barrera de defensa, al detectar y eliminar 
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partículas “extrañas” (microorganismos, macromoléculas tóxicas, células propias 

dañadas o muertas) mediante fagocitosis, secreción de enzimas, citoquinas o 

producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) y nitrógeno (RNS) (51). 

Durante la respuesta inmunitaria adaptativa, los macrófagos además, presentan 

antígenos a los linfocitos T en el contexto de MHC-II y/o MHC-I, y colaboran con la 

respuesta humoral en la eliminación de los agentes extraños. Los macrófagos 

tienen también un papel importante en los procesos de reparación y resolución de la 

inflamación, reclutando células del sistema inmune hacia los focos de inflamación, 

además de participar en los proceso de  remodelación de la matriz extracelular y 

angiogénesis. En consecuencia, el término “macrófago” describe un tipo de células 

cuya finalidad principal es el mantenimiento de la homeostasis y la integridad tisular  

(69).  

Los macrófagos se originan a partir de HSC, y derivan en parte de monocitos 

circulantes que se extravasan a los tejidos por la influencia de citocinas y 

quimiocinas. Hay también un porcentaje de macrófagos residentes en los tejidos 

(aprox. 10%) que no derivan de los monocitos circulantes. Estos macrófagos 

principalmente del saco vitelino y el hígado fetal. Los macrófagos derivados del saco 

vitelino tienen un patrón de diferenciación diferente, en el que pasan directamente a 

estado de macrófagos maduros en los tejidos fetales sin pasar antes por el estadío 

intermedio de monocito. En la mayoría de tejidos, estos macrófagos pueden estar 

presentes hasta la edad adulta, excepto en el tejido intestinal donde la fuente 

principal son los monocitos circulantes (70). Los macrófagos derivados del hígado 

fetal, provienen de monocitos originados en el hígado fetal, proliferan y se 

diferencian en macrófagos maduros en los tejidos, reemplazando a la población de 

los macrófagos que se originan del saco vitelino y se mantienen aun reminiscentes 

en el escenario inflamamtorio en la edad adulta. (51, 71). 

Los macrófagos son células multifuncionales y heterogéneas presentes en los 

tejidos, donde monitorizan el microambiente local y mantienen la homeostasis 

tisular. Estos macrófagos expresan un amplio panel de receptores: scavenger,  de 

reconocimiento de patógenos y de citocinas. Además estos macrófagos, 

desempeñan varias funciones tejido-especificas lo que hace que tengan un gran 

diversidad fenotípica (72). Distintos “master” reguladores transcripcionales controlan 

el desarrollo de estos diferentes fenotipos tejido-específicos, y a su vez la deleción 
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de estos “masters”, dan como resultado la supresión de subgrupos particulares de 

macrófagos tisulares (73, 74). También los macrófagos pueden tener una 

polarización funcional como respuesta a señales medioambientales (68). Los 

programas de polarización más conocidos de los macrófagos son: la activación 

clásica (M1) (LPS, IFN-γ, TNF-α y GM-CSF) y la activación alternativa (M2) (IL-4, IL-

13 y M-CSF) (75). Factores de transcripción como STAT1, STAT6, C/EBPβ, IRF-4, 

IRF-5 y PPARγ regulan programas de transcripción que controlan la polarización de 

los macrófagos M1/M2 (76). 

Los macrófagos M1 son redondeados mientras que los M2 presentan una 

morfología elongada en forma de huso. Los macrófagos M1 expresan mayores 

niveles de HLA-DQ y HLA-DR y los macrófagos M2 presentan mayor expresión de 

CD14,  M-CSFR y CD163. Ambos tipos de macrófagos expresan niveles similares 

de TLR2 y TLR4. Desde el punto de vista funcional y fenotípico, ambas poblaciones 

de macrófagos se comportan de forma diferente (Tabla 2) (77, 78). Los M1 tienen 

mayor capacidad de presentación de antígeno. Por su parte, los M2 presentan 

mayor capacidad de fagocitosis mediada por receptores de FcγIII (CD16), mayor 

actividad fungicida debida a la producción de ROS, y mayor producción de H2O2 en 

respuesta a estímulos fagocíticos  (79).   

Los macrófagos localizados en tejidos (pulmón, placenta, mucosas intestinales y 

zonas peritoneales) se encuentran continuamente expuestos a patógenos y 

desafíos ambientales. Por ello existen mecanismos de inhibición “temporal” de las 

funciones de estos macrófagos para que sólo se generen reacciones pro-

inflamatorias cuando son absolutamente necesarias y así evitar daños colaterales 

en el tejido. Los macrófagos peritoneales y los situados en el intestino son ejemplos 

de macrófagos que han desarrollado estrategias para reducir sus funciones 

efectoras inflamatorias. Los macrófagos aislados de muestras de diálisis 

peritoneales son fenotípica y funcionalmente similares a los macrófagos anti-

inflamatorios generados in vitro: exhiben alta capacidad de fagocitosis, endocitosis y 

macropinocitosis, producen mayoritariamente IL-10 tras estimulación, y una 

disminuida capacidad de estimulación de células T (77).  

La variedad de estímulos de activación/desactivación de macrófagos, combinada 

con la heterogeneidad y plasticidad de los macrófagos residentes en tejidos en 
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condiciones homeostáticas, permite que los macrófagos cambien constantemente 

su estado según el estímulo que perciben (78). Así, el IFN-γ  producido por células  

Tabla 2. Fenotipo de los macrófagos M1/M2 (80).  
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Tabla 1.- Características fenotípicas y funcionales de los macrófagos generados in vitro en presencia de 

 

 

Th1, T citotóxicas CD8+ y células NK, convierte a los macrófagos en células con 

elevada capacidad citotóxica, microbicida (especialmente de patógenos 

intracelulares) y anti-proliferativa. La adquisición de estas propiedades se ve 

reflejada en la producción de mediadores tóxicos (ROS, RNS) y citocinas pro-

inflamatorias (81). Este tipo de activación, denominada clásica (M1), da lugar a unos 

macrófagos que secretan altos niveles de IL-12 e IL-23 y muy bajos niveles de IL-10 

en respuesta a diferentes patógenos, como por ejemplo el Mycobacterium, y 

promueven fuertes respuestas inmunitarias Th1. Las funciones inflamatorias y 

citotóxicas de los macrófagos así activados han contribuido a la percepción de que 
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sólo citocinas Th1 promovían activación de macrófagos, mientras que citocinas de 

tipo Th2 los bloqueaban o desactivaban. Sin embargo, en realidad las citocinas Th2 

provocan un aumento de las funciones de los macrófagos como presentación de 

antígeno, reparación tisular y capacidad endocítica, además de inhibir respuestas 

Th1. Por ello, los factores que inhiben la generación y actividad de los macrófagos 

M1 (citocinas Th2, IL-4 e IL-13, citocinas desactivadoras, IL-10 y TGFβ, 

glucocorticoides y vitamina D3), e incluso las células apoptóticas, han sido 

agrupados como inductores de una forma “alternativa” de activación de macrófagos 

M2 . Los macrófagos M2 producen grandes cantidades de IL-10 y TGFβ y niveles 

muy bajos de IL-12 bajo estimulación, y pueden presentar funciones 

inmunosupresoras e inhibir la proliferación de células T (82). Las diferencias en las 

funciones entre macrófagos M1 y M2 han sido demostradas en numerosos ensayos 

in vitro, donde los M2 inducen mayor proliferación celular y deposición de colágeno 

de células fibroblásticas, e inhiben la proliferación de linfocitos inducida por 

mitógenos (83). Los M2 también contribuyen a la vascularización in vivo y exhiben 

actividad angiogénica in vitro (84). Numerosos estudios han demostrado que los M2 

activados con IL-4 son también esenciales en la eliminación y encapsulamiento de 

parásitos (81). 

Aunque el término M2 fue inicialmente propuesto para identificar exclusivamente a 

macrófagos activados con IL-4/IL-13, la variedad de estímulos anti-inflamatorios que 

provocan una activación “no clásica” de macrófagos ha hecho necesario establecer 

una nomenclatura más precisa. Se han clasificado estas formas de activación 

alternativa de acuerdo con el estímulo inductor: los macrófagos estimulados por las 

citoquinas Th2 IL-4/IL-13 son denominados M2a, los activados por complejos 

inmunes y ligandos de TLR son denominados M2b y los macrófagos activados en 

presencia de IL-10 son denominados M2c (75, 82) (Figure 4). Recientemente se ha 

propuesto otra clasificación de macrófagos activados de acuerdo con sus funciones 

en el mantenimiento de la homeostasis: macrófagos involucrados en la defensa del 

organismo, en reparación de heridas y en regulación inmunitaria. Sin embargo, es 

preciso enfatizar que además de estos tres grupos es posible definir numerosos 

estados funcionales intermedios, lo que avala la existencia de un amplio rango de 

estados de activación de macrófagos (72). 
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La gran heterogeneidad de los macrófagos se ve reflejada en la expresión de una 

gran variedad de moléculas de superficie según las funciones y el contexto de su 

polarización en los tejidos. 

            

TRENDS in Immunology 

iNOS

RNI
ROI

IL-12 high
IL-23
IL-10 low

IL-1
TNF
IL-6

M1

Classical

IL-4 and IL-13

Arg

Polyamine

IL-10
Decoy IL-1RII
IL-1ra

SRs

MR

M2a

Alternative

TNF
IL-1
IL-6

CD86

IL-10

IL-10

MR

M2c

IL-10 high
IL-12 low

CD86

M2b

Deactivated

SLAM

M2M1

IFN-γ + LPS or TNF
IC + TLR / IL-1R

ligands

MHC II

MHC II

MHC II

TGF-β

Matrix (versican,
PTX3, α antitrypsin)

Type II

Th1 RESPONSES;
TYPE I INFLAMMATION; DTH;

KILLING OF INTRACELLULAR PATHOGENS
TUMOR RESISTANCE

Th2 RESPONSES; TYPE II INFLAMMATION;
ALLERGY;  KILLING AND

ENCAPSULATION OF PARASITES

Th2 ACTIVATION;
IMMUNOREGULATION

IMMUNOREGULATION;
MATRIX DEPOSITION

AND TISSUE REMODELING

Th2 RESPONSES; ALLERGY; IMMUNOREGULATION; KILLING AND ENCAPSULATION OF PARASITES;
MATRIX DEPOSITION AND REMODELING; TUMOR PROMOTION

 

Figura 4. Poblaciones de macrófagos según su polarización. Los macrófagos una vez 
polarizados adquieren  propiedades funcionales diferentes en respuesta a señales derivadas de su 
entorno (citocinas y ligandos de TLR). Los  M1 tiene una mayor actividad citotóxica y capacidad 
antitumoral, mientras que los M2 son en general más inmunoreguladores. En particular M2a y M2b 
exhiben funciones inmunoreguladoras y conducen a respuestas de tipo Th2. Los M2c están más 
relacionados con la supresión de la respuesta inmune y el remodelado tisular. Abreviaturas: DTH, 
delayed-type hypersensitivity; IC, immune complexes; iNOS, inducible nitric oxide synthase; MR, 
mannose receptor; PTX3, the long pentraxin PTX3; SLAM; signaling lymphocytic activation molecule; 
SRs, scavenger receptors. Mantovani A. Trends in Immunol 2001 

 

- el CD11b actúa en conjunto con el CD18 formando un receptor 

heterodimérico transmembrana tipo I conocido como Mac-1/complement 

receptor 3 (CR3) que puede contribuir a la señalización vía LPS. El CD11b 

esta altamente expresado en varios tipos celulares como macrófagos y 

células dendríticas y puede unir múltiples ligandos como productos 

activadores del complemento (iC3b/C3b) y el LPS, siendo el CD11b un 

regulador positivo de la respuesta vía TLR4 (85).  

- SR-A1 y el CD163 están aumentados en los M2 y contribuyen con sus 

funciones típicas: eliminación de células apoptóticas, secuestro de citocinas 
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inflamatorias, eliminación de complejos hemoglobina-haptoglobina en los 

sitios de daño tisular y la subsecuente producción de citocinas.  

- La expresión de CD36 en macrófagos M1 contribuye a un fenotipo 

característico, ya que forma un complejo con el TLR4 potenciando la 

producción de citocinas inflamatorias. Además, el incremento en la expresión 

de este receptor aumenta la captación de lipoproteínas de baja densidad 

(LDL) y la acumulación intracelular de colesterol (62).  

- El receptor de manosa C tipo 1 (MRC1) conocido como el CD206, es un 

receptor expresado principalmente en la población de macrófagos M2 y  que 

reconoce azucares sulfatados y polisacáridos de membrana con 

terminaciones de manosa y fucosa, azucares que se encuentran 

normalmente en  microorganismos y algunas glicoproteínas endógenas (86).  

- Receptores de inmunoglobulinas Fc de alta afinidad que reconocen e 

internalizan productos opsonizados (bacterias) e inmunocomplejos que son 

degradados y serán antígenos presentados a las células T. Los macrófagos 

expresan CD64 (FcRγI), CD32 (FcRγII) y CD16 (FcRγIII). Sin embargo, según 

su entorno y polarización expresan unos u otros alternativamente. Los 

macrófagos M2 expresan bajos niveles de CD64 ya para su polarización a 

M2 es necesaria la IL-4 y esta citocina disminuye la expresión de CD64. Por 

el contrario este receptor está altamente expresado en poblaciones de 

macrófagos aislados de tejios inflamados (ascitis tumoral o colón inflamado 

de pacientes con la enfermedad de Crohn). La expresión de CD16 es alta en 

macrófagos y  con expresión variable según la zona de la que provienen. 

Macrófagos provenientes de ascitis tumorales presentan una mayor 

expresión de CD16 que macrófagos provenientes de las zonas alveolares 

(87). En macrófagos de pacientes con cirrosis, se ha descrito un defecto en la 

fagocitosis asociado a una disfunción en los receptores Fc, y como 

consecuencia, una mayor incidencia de infecciones bacterianas, debido a 

una disminución en la capacidad de eliminación de la bacteria (88). Además, 

se ha descrito, que macrófagos del líquido ascítico peritoneal expresan en 

superficie altos niveles de CD14 y CD16, HLA-DR, receptores de qumiocinas 

(CCR2, CX3CR1) y CD163 (58, 89) .  
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Neutrófilos 
 

Los neutrófilos son continuamente generados en la médula ósea a partir de 

precursores mieloides. Su producción diaria alcanza los 2x1011 células (90).  Este 

proceso es controlado por el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), 

el cual es producido en respuesta a IL-17α, citocina que es sintetizada por los 

linfocitos T (91). La producción de IL-17α está controlada por la IL-23, que es 

producida por macrófagos tisulares y células dendríticas. Durante la inflamación, el 

número de neutrófilos en los tejidos aumenta al ser atraídos a la zona infectada. 

Cuando se resuelve la inflamación, estas células se mueren apoptóticamente y son 

eliminadas por macrófagos y células dendríticas. Como resultado , hay una 

disminución de la síntesis de IL-23 y así se reduce la producción G-CSF (92).  

El proceso de maduración del neutrófilo está controlado por factores de 

transcripción principalmente por el PU.1 y el CCAAT/enhancer-binding protein 

(C/EBP). Durante la maduración el neutrófilo pasa por varios estadíos: mieloblasto, 

promielocito, mielocito, metamielocito y finalmente la célula polimorfonuclear (90). 

Los gránulos de los neutrófilos se forman secuencialmente durante la maduración 

desde el estadío promielocitico. En humanos, entre un 50% y 70% de los leucocitos 

circulantes son neutrófilos. En la circulación tienen un tamaño en 7-10µm, su núcleo 

es segmentado y su citoplasma está enriquecido con gránulos y vesículas 

secretoras (93). 

En la cirrosis, las células polimorfonucleares circulantes se encuentran en un estado 

activado, posiblemente, por la exposición continua a productos bacterianos, como 

las endotoxinas (94). Como resultado los neutrófilos se encuentran “exhaustos”, lo 

que conlleva a una deficiencia de sus funciones (capacidad bactericida, fagocitosis, 

quimiotaxis) 

Mecanismos microbicidas de los neutrófilos. 

 

En el momento de la infección, los neutrófilos reconocen a los organismos invasores 

a través de receptores de reconocimiento de patrones, o de receptores para 

componentes del complemento activado o para la fracción constante de las IgGs 
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unidas al patógeno. Este reconocimiento desencadena la producción de moléculas 

pro-inflamatorias y la fagocitosis del microorganismo (90). En el interior del 

neutrófilo, los microorganismos son sometidos a dos sistemas microbicidas de 

distinta naturaleza: un sistema dependiente de la producción de especies reactivas 

del oxígeno (ROS) y otro independiente del oxígeno molecular  (Figura 5). Los ROS 

son generados por reducción parcial del oxígeno molecular mediante la activación 

del metabolismo oxidativo, a través de un proceso que se denomina estallido 

respiratorio. Este proceso se inicia con la activación del complejo enzimático de la 

NADPH oxidasa, producto de la estimulación de ciertos receptores que reconocen 

componentes de los patógenos. La oxidasa media la producción del anión 

superóxido (O2-) el cual constituye el sustrato para todos los ROS producidos por el 

neutrófilo, incluyendo el peróxido de hidrogeno, los radicales libres, los halógenos 

oxidados y las cloraminas (93). El peróxido de hidrógeno es producido por la 

dismutación espontánea o enzimática del O2- , y es a su vez, sustrato de la enzima 

mieloperoxidasa (MPO), responsable de la síntesis de oxidantes halogenados. 

Como consecuencia de las altas concentraciones plasmáticas del ión cloruro, el 

principal producto de la MPO es el hipoclorito (95). Este compuesto, puede también 

reaccionar en forma espontánea con aminas primarias o secundarias dando origen 

a otras especies oxidantes de larga vida media conocidas como cloraminas. Todas 

estas especies contribuyen en mayor o menor medida a la destrucción del 

microorganismo. Por otra parte, los microorganismos son también sometidos a la 

acción de enzimas y péptidos microbicidas que están empaquetados en los 

gránulos citoplasmáticos de los neutrófilos (96). Cuando se produce el 

reconocimiento del patógeno, los gránulos se fusionan con la membrana plasmática 

o con la membrana de la vacuola fagocítica liberando su contenido. Según su 

morfología y contenido, estos gránulos pueden ser clasificados en 4 tipos: gránulos 

primarios que contienen MPO, serinoproteasas y proteínas antibióticas; gránulos 

específicos o secundarios que contienen lactoferrina y colagenasa entre otras 

enzimas y proteínas catiónicas;  gránulos terciarios que albergan gelatinasa; y las 

denominadas vesículas secretorias, que poseen un gran número de receptores en 

su membrana y contienen únicamente proteínas plasmáticas como la albúmina  

((95). Generalmente, el contenido de los gránulos primarios y de los específicos 

suele liberarse al interior de los endosomas una vez que los microorganismos son 

fagocitados en el foco de la infección. No obstante, la degranulación de los gránulos 
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terciarios y de las vesículas secretorias suele ocurrir durante el tránsito del neutrófilo 

desde el lecho vascular al foco del daño.  
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Figura 5. Mecanismos microbicidas de los neutrófilos. Los neutrófilos pueden eliminar los 
patógenos por múltiples vías. Una vez fagocitados y encapsulados los microorganismos en el 
fagosoma, los neutrófilos son capaces de matar los patógenos usando las especies reactivas de 
oxígeno (ROS) mediante el mecanismo NADPH-oxigenasa dependiente. Además las proteínas 
antibacterianas pueden ser liberadas desde los gránulos de los neutrófilos a los fagosomas o al 
espacio extracelular (degranulación). De esta manera actúan contra patógenos intra o extrcelulares. 
También los neutrófilos activados pueden eliminar microorganismos extracelulares mediante la 
producción de las NETs (neutrophil extracelular traps). Las NETs están compuestas por histonas  y 
enzimas como la mieloperoxidasa o elastasas que son producidas por los gránulos de los neutrófilos 
que van unidos a las NETs. Las NETs inmovilizan los patógenos evitando su dispersión y facilitando 
su fagocitosis  o directamente matando el patógeno por medio de histonas antimicrobianas y 
proteasas. Modificado de Kolaczkowska E. Nat Rev Immunol 2013; Mantovani A. Nat Rev Immunol 
2011. 

 

Las vesículas secretorias son las estructuras más rápidamente movilizables. En 

general, se fusionan a la membrana plasmática cuando el neutrófilo interactúa con 

el endotelio vascular, lo que conduce al incremento de moléculas de adhesión y 

receptores de quimiocinas durante la extravasación (97). 

Los gránulos de gelatinasa están también implicados en el desarrollo de 

mecanismos microbicidas debido a que, al igual que los gránulos secundarios, son 

depósitos de la integrina Mac-1 (CD11b/CD18) y del citocromo b558 (un 

componente de la enzima NADPH oxidasa). Los neutrófilos también pueden 
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eliminar microorganismos extracelulares al capturarlos en estructuras formadas por 

cromatina y proteínas granulares que reciben el nombre de trampas extracelulares 

de neutrófilos (NETs) (98). Las NETs se forman y liberan por estimulación de los 

neutrófilos con agonistas como LPS, IL-8, C5a, PMA y por microorganismos, 

factores que finalmente conducen a la disrupción de la membrana celular como 

último paso de una nueva forma de muerte a la cual se denomina NETosis. Durante 

este proceso, el núcleo pierde su forma lobulada, la eu- y heterocromatina se 

homogenizan, y luego, la envoltura nuclear y las membranas granulares se 

desintegran y el material nuclear toma contacto directo con los componentes de los 

gránulos. Finalmente, la membrana celular se rompe y las NET son liberadas 

concomitantemente con la muerte celular (98). Diversos patógenos como Shigella 

flexneri, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Streptococcus 

pneumoniae, Streptococcus pyogenes y el hongo Candida albicans inducen la 

formación de NETs y son atrapados por ellas.  Las NETs degradan factores de 

virulencia y matan a bacterias Gram positivas y negativas así como también hongos 

unicelulares, posiblemente debido a que exponen a los patógenos a altas 

concentraciones locales de proteínas anti-microbianas como las elastasas y las 

histonas. 

 

Citocinas producidas durante la señalización vía TLR en la 
respuesta innata 
 

TNF-α  

 

El TNF-α pertenece al grupo de citocinas que activan la producción de proteínas de 

fase aguda, además de ser pirogénica. El TNF-α es producido mayoritariamente por 

los monocitos/macrófagos activados, linfocitos T y células NKs. En las células diana, 

esta citoquina juega un papel en la apoptosis, supervivencia celular, inmunidad e 

inflamación (99). Inicialmente el TNF-α  es sintetizado y expresado como proteína 

de transmembrana, y la porción extracelular es liberada de forma soluble cuando es 

cortada por la enzima metaloproteinasa convertidor de TNF-α   (100). Las 
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respuestas generadas por el TNF-α  se dan a través de la unión a uno de sus dos 

receptores TNFR1 ó TNFR2 que presentan diferentes funciones. 

La señal vía TNFR1 provoca la activación de la actividad pro-inflamatoria y la 

inducción de la apoptosis asociada al daño tisular. Además, desencadena la 

activación de caspasas que inducen la apoptosis y la activación del NF-κB y éste a 

su vez induce la expresión de diferentes genes inflamatorios. Por otro lado la 

activación vía TNFR2 activa la angiogénesis y la reparación tisular (101). 

Entre los principales efectos pro-inflamatorios del TNF-α, la mayoría se dan a nivel 

endotelial. Las células endoteliales promueven la inflamación, presentando un 

patrón anatómico y distribución espacial diferentes (102). Una vez el TNF-α estimula 

las células endoteliales, éstas presentan diferentes combinaciones de moléculas de 

adhesión para los leucocitos: E-selectina, P-selectina, ICAM-1 i VCAM-1. También 

liberan quimiocinas, como la IL-8, CCL2, CXCL10 (103, 104), que dirigirán el 

reclutamiento de diferentes subpoblaciones de leucocitos para  desencadenar la 

respuesta inmune en el tejido afectado. Por otro lado, el TNF-α induce la producción 

de ciclooxigenasa-2 que incrementa la producción de vasodilatadores, responsables 

de los signos característicos de la inflamación, como el calor y rubor de la zona 

afectada. Además el TNF-α aumenta la permeabilidad del endotelio, incrementado 

el paso de fluidos y macromoléculas para dar origen al edema que se observa 

durante los procesos inflamatorios (102).  

Uno de los principales papeles fisiológicos del TNF-α es intervenir en las infecciones 

bacterianas, víricas y de parásitos (101). Esta citocina esta principalmente 

producida por monocitos y macrófagos en respuesta a ligandos inflamatorios, como 

los ligandos de TLRs. Sin embargo, también se puede generar después de la unión 

de diferentes ligandos a otros tipos de receptores celulares (99, 100). 

Existe un aumento de TNF-α en el suero de pacientes con cirrosis que se podría 

originar por la estimulación persistente de las células del sistema inmune. con 

endotoxinas circulantes. Estas células son también las principales contribuyentes al 

incremento de los niveles de receptores solubles de TNF-α (TNFR1 y TNFR2) (105). 

Existe una correlación directa entre los niveles de TNF-α en suero y la capacidad de 

los monocitos de producir TNF-α. La producción de TNF-α está particularmente 
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incrementada en la cirrosis con ascitis (106). Los altos niveles de TNF-α 

incrementan la permeabilidad intestinal disminuyendo la expresión de las proteínas 

de unión en las células epiteliales intestinales, como las ocludinas, por la activación 

de la myosin light chain kinase  (MLCK) (107-109). Clínicamente una alta 

producción de TNF-α se asocia con un aumento del daño celular en el hígado, lo 

que conlleva a un fallo renal y como consecuencia un mal pronóstico en la evolución 

de la enfermedad (110) 

 

IL-10 
 

La IL-10 es una citocina multifuncional, y su papel principal es limitar las respuestas 

inflamatorias, inhibiendo las funciones efectoras de monocitos y macrófagos tales 

como el estallido respiratorio, la producción de oxido nítrico (NO), la fagocitosis y la 

síntesis de citoquinas pro-inflamatorias, entre las que se encuentra la IL-12, el TNF-

α, IL-6, IL-1β, y GM-CSF. La IL-10 también es capaz de regular el crecimiento y la 

diferenciación de los linfocitos B, las células NK, los linfocitos T CD4+, CD8+ y las 

células T reguladoras (Tregs), los mastocitos, granulocitos, células dendríticas, 

queratinocitos y células endoteliales (60). 

La IL-10 es un péptido homodimérico de 35kD, compuesto por dos monómeros 

idénticos unidos de forma no covalente y está formado por dos dominios, cada uno 

de los cuales está compuesto por seis alfa-hélices. La IL-10 fue identificada 

originalmente en estudios con sobrenadantes de linfocitos Th2 que inhibían la 

expresión de citocinas por macrófagos y por células Th1, así ́como la presentación 

de antígenos. La clonación de la IL-10 ha permitido una mejor caracterización de la 

citocina, mostrando sus múltiples actividades: estimulación de la proliferación de 

mastocitos y células B, secreción de anticuerpos y expresión del MHC-II (111). 

Es una citocina tardía, producida después de la liberación de los mediadores pro-

inflamatorios, Es secretada por la mayoría de leucocitos tras la estimulación con 

agonistas endógenos o exógenos, como el LPS o las catecolamines (112), que 

inducen su transcripción. En monocitos y macrófagos, la IL-10 afecta tres funciones 

importantes: 
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1. La presentación antigénica, inhibiendo la expresión del complejo MHC II y de las 

moléculas co-estimuladoras, como CD80 y CD86, 

2. La liberación de mediadores inflamatorios en las células diana que han sido 

estimuladas por algunas citocinas pro-inflamatorias, o la síntesis de Ciclooxigenasa 

(COX)-2, mientras que potencia la liberación de mediadores anti-inflamatorios, como 

el antagonista del receptor de IL-1β., 

3. El aumento de la fagocitosis de los antígenos y la regulación de la respuesta de 

las células T. La relevancia de esta citocina radica en su capacidad para limitar una 

reacción inmune excesiva y el daño tisular (113, 114). 

En resumen, la IL-10 puede regular directamente la inmunidad innata y adaptativa 

(respuestas Th1 y Th2) limitando la activación y diferenciación de las células T en 

los nódulos linfáticos, suprimiendo la respuesta pro-inflamatoria en los tejidos y 

controlando la eliminación del patógenos y/o reduciendo el daño tisular (115). 

En el hígado, la IL-10 puede ser producida por una variedad de células como los 

hepatocitos, las células de Kupffer, células estrelladas hepáticas y los linfocitos 

(116). La IL-10 se encuentra aumentada en la inflamación del hígado y se asocia 

con varias funciones protectoras durante el proceso de formación de fibrosis. En 

conjunto con la IL-22, disminuye la activación de las células estrelladas, evitando la 

producción excesiva de colágeno (117). En la cirrosis inducida con tetracloruro de 

carbono CCL4, los animales IL-10-deficientes presentan una fibrosis hepática 

elevada con extensos infiltrados inflamatorios en comparación con los animales que 

no eran deficientes para IL-10. También se ha asociado el estado pro-inflamatorio 

persistente descrito en la cirrosis con una deficiente producción de IL-10 (118). 

 

IL-6  
 

La IL-6 es una citocina que presenta un efecto dual, actuando en algunos niveles 

como mecanismo de defensa para el organismo, pero durante procesos 

inflamatorios crónicos, presenta un papel pro-inflamatorio. Esta citocina es 

sintetizada por diferentes tipos celulares, pero la fuente principal son los monocitos 
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y macrófagos en los lugares de inflamación. La producción de esta citocina se 

induce cuando las células son estimuladas vía TLR o por citocinas inducidas por la 

activación vía TLRs. La IL-6 interviene en la reacción de fase aguda, estimulando 

los hepatocitos y originando la producción de citocinas de fase aguda. Una vez es 

secretada al exterior de la célula, la IL-6 ejerce su función a través del receptor 

específico de la IL-6, expresado de forma soluble y en la membrana de diversos 

tipos celulares como los hepatocitos, monocitos, linfocitos B, neutrófilos y algunas 

subpoblaciones de linfocitos T (119-121). La unión de la IL-6 a su receptor en la 

membrana activa el reclutamiento de una unidad con capacidad transcripcional, la 

proteína gp130. A continuación ocurre la homodimerización de gp130 y se da la 

activación de las tirosin quinasas de la familia JAK asociadas a las cadenas de 

gp130, que fosforilarán múltiples residuos de tirosina altamente conservados 

localizados en los dominios citoplasmáticos de gp130. Esta fosforilación induce el 

reclutamiento de factores de transcripción STATs. Estos STATs fosforilados 

formarán homo o heterodímeros que translocarán al núcleo celular, regulando la 

transcripción génica. (122). La fosforilación de gp130 también induce la unión de la 

tirosina fosfatasa SHP-2, aunque el residuo de fosfotirosina que reconoce es 

diferente a los de los STATs, dando lugar a la activación de la cascada de las 

proteínas quinasas activadas por mitógeno (MAPK) (123).!!

Mientras que la activación de la vía JAK-STAT se cree que está relacionada con las 

acciones pro-inflamatorias de la IL-6, la vía ernst SHP2-MAPK podría estar 

implicada en las funciones sobre el crecimiento celular y supervivencia descritos 

para esta citocina. Las dos vías no son excluyentes y se ha observado regulación 

cruzada entre ellas, pudiendo compensarse(124).  

En pacientes con cirrosis descompensada se ha observado un aumento de la 

producción de IL-6 circulante, del receptor soluble de la IL-6, y de la gp130 soluble 

(110). Se ha descrito a la gp130 soluble como un potente inhibidor de la 

señalización de la IL-6 en los hepatocitos (125). Esto podría explicar, la deficiencia 

en la respuesta en la fase aguda a esta citocina en los pacientes con cirrosis (126, 

127). También la IL-6 ha sido asociada a un incremento en la permeabilidad 

intestinal por la inducción de la translocación de E. Coli comensal a través de las 

células epiteliales (128). En la peritonitis bacteriana espontanea (PBE) se han 
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descrito niveles aumentados de la IL-6 tanto en el suero como en el líquido ascítico, 

además de una correlación con diferentes parámetros clínicos relacionados con el 

daño hepático, el fallo renal y la baja supervivencia de los pacientes con PBE  (110). 

 

RESPUESTA INNATA EN LAS INFECCIONES BACTERIANAS EN LA 
CIRROSIS HEPÁTICA 

 

La cirrosis. Definición 
 

La cirrosis se define como el resultado de diferentes mecanismos de lesión hepática 

que conducen a la necro-inflamación y la fibrinogénesis. Histológicamente se 

caracteriza por una regeneración nodular difusa, rodeada por un septum fibroso 

denso, con una subsecuente extinción del parénquima y un colapso de las 

estructuras hepáticas. Todo esto conlleva a una pronunciada distorsión de la 

arquitectura vascular hepática. Esta distorsión tiene como resultado el incremento 

de la resistencia al fluido sanguíneo portal, desencadenando la hipertensión portal y 

la disfunción hepática  (Figura 6) (129). 

Clínicamente la cirrosis ha sido definida como una etapa final de la enfermedad 

hepática, que inevitablemente lleva a la muerte a menos que haya un trasplante de 

hígado. Esta percepción es controvertida ya que la mortalidad en la cirrosis en un 

año varia ampliamente desde el 1% al 57% dependiendo de la aparición de los 

eventos de descompensación clínica. Se ha propuesto, que el termino cirrosis 

(termino definido a partir de una base histológica) debería ser sustituido por 

enfermedad hepática avanzada, ya que es un proceso dinámico con un pronóstico 

variable. Además la fibrosis puede revertir si existe una terapia disponible, como un 

tratamiento antiviral contra la hepatitis crónica de tipo B o C (130). La cirrosis es 

frecuentemente indolora, asintomática y cursa desapercibida hasta que se 

presentan las complicaciones. Muchos de los pacientes nunca acuden a la consulta 

médica y muchas veces una cirrosis no se diagnostica hasta el momento de la 

autopsia. El diagnóstico de la cirrosis asintomática se da de manera casual en algún 

análisis de rutina realizado, donde se detectan niveles altos de transaminasas o 



!

"*!

!

signos radiológicos que sugieren el daño hepático. Es entonces cuando los 

pacientes son sometidos a una biopsia de hígado. El 20% de los pacientes con 

hepatitis C y más del 10% de los pacientes con esteatohepatitis no alcohólica 

podrían progresar a un estado de cirrosis. Por consiguiente, la biopsia de hígado 

este indicada en este grupo de pacientes considerados de alto riesgo, antes que los 

signos de la cirrosis se manifiesten. El inicio de las principales manifestaciones 

clínicas de los pacientes con cirrosis descompensada se caracteriza por la 

presencia de un notable deterioro de la calidad de vida con las complicaciones más 

comunes como lo son la hemorragia variceal, ascitis, peritonitis espontanea 

bacteriana (PBE) o encefalopatía hepática (131). 

 

Cirrosis descompensada 
!

La cirrosis descompensada se define por la presencia de ascitis, hemorragia por 

varices, encefalopatía o ictericia (132) 
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Figura 6. Alteraciones arquitectónicas y vasculares en la cirrosis. A) Higado sano: La sangre 
que proviene del tracto portal terminal (TPV) circula a través de los sinusoides hepáticos donde el 
endotelio fenestrado sinusoidal reposa sobre el tejido conectivo libre (espacio de Disse) y permite un 
extenso intercambio metabólico con los hepatocitos lobulares; la sangre sinusoidal es recogida por 
las venas terminales hepáticas (THV) que desembocan finalmente en la vena cava. B) Hígado 
cirrótico: miofibrobalstos activados proliferan y producen un exceso de matriz extracelular (ECM). 
Este evento origina una expansión por fibrosis del tracto portal, caracterizada por la perdida de las 
fenestraciones endoteliales, congestión del espacio de Disse con ECM y separación o 
encasquetamiento islotes perisinusoidales de hepatocitos desde el fluido sanguíneo sinusoidal por el 
septum colágeno. La sangre es dirigida desde las TPV y arterias a las venas centrales, con la 
consecuente hipertensión portal y el compromiso de la función de síntesis hepática. Schuppan D. 
The Lancet 2008. 
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Ascitis. 
!

La ascitis se define como la acumulación de líquido en la cavidad peritoneal (131). 

El principal mecanismo fisiopatológico de la formación de la ascitis, esta definido por 

el incremento del fluido sanguíneo a través de los órganos esplénicos que drenan 

en el sistema venoso portal, siendo este el principal factor de  mantenimiento y 

empeoramiento la hipertensión portal. Esta anormalidad hemodinámica del aumento 

del fluido sanguíneo es principalmente originada por un incremento en la producción 

de oxido nítrico (133). Inicialmente el organismo mantiene el volumen sanguíneo 

efectivo incrementando la cantidad de sangre bombeada por minuto. Sin embargo, a 

medida que la cirrosis progresa, este mecanismo no es suficiente y la activación 

homeostática de factores antidiuréticos y vasoconstrictores origina una subsecuente 

retención de agua y sales. Finalmente el fluido retenido se acumula en la cavidad 

peritoneal como resultado del incremento de la presión portal, formando la ascitis 

(134).  

En el diagnóstico de la cirrosis, la ascitis está presente en el 20-60% de los casos 

(132). La supervivencia media tras la aparición de ascitis es alrededor de 4 años 

(135). La evolución clínica de los pacientes con ascitis se ve influenciada por 

determinados eventos que reducen la supervivencia, como la aparición de ascitis 

refractaria, la peritonitis bacteriana espontanea y el síndrome hepatorrenal. Se 

define como ascitis refractaria aquella que no puede ser eliminada o cuya 

recurrencia no puede prevenirse con un tratamiento médico adecuado, bien por falta 

de respuesta a la dieta hiposódica y al tratamiento diurético, o bien cuando no se 

pueden administrar los diuréticos a dosis plenas por la aparición de efectos 

secundarios. Aparece en el 10% de pacientes con ascitis  con una incidencia del 4% 

por año y una supervivencia del 35-50% (135, 136).  

 

Peritonitis espontánea bacteriana (PBE) 
!

La peritonitis bacteriana espontánea (PBE) es la infección más frecuente en la 

cirrosis y se define como la infección del líquido ascítico estéril, previamente 

formado, sin ninguna fuente de infección intra-abdominal aparente (137) La PBE 



!

""!

!

representa el 25% de todas las infecciones que se presentan en la cirrosis. La 

incidencia es de hasta el 65% al año en pacientes de alto riesgo (insuficiencia renal 

leve, proteínas en líquido ascítico < 1,5 g/dl y con bilirrubina ≥3 mg/dl) (138) La 

supervivencia al mes con un diagnostico precoz y tratamiento antibiótico adecuado 

es del 80%, mientras que sin tratamiento es nula. Sin embargo, un 10% de los 

pacientes no responden al tratamiento inicial presentando una supervivencia al mes 

del 30-50%. Tras un episodio de PBE la probabilidad de recurrencia al año es del 

70% con una supervivencia del 50-80% (139, 140). La profilaxis con quinolonas 

(norfloxacino) reduce el riesgo de recurrencia en un 20% aproximadamente (141). 

Etiología de la PBE 

Los episodios de PBE son monomicrobianos y son producidos en su mayoría por 

bacterias de origen entérico en los casos de adquisición comunitaria. Las bacterias 

gram negativas (-) están implicadas en un 68% de los episodios con cultivo positivo, 

siendo Escherichia coli el germen aislado con mayor frecuencia y presente en un 

45% de estos cultivos (132), seguida de la Klebsiella pneumoniae. Las PBE 

polimicrobianas o secundarias, son una condición excepcional, y no se pueden 

descartar hasta el resultado final del cultivo bacteriano. Por otra parte, las bacterias 

gram positivas, principalmente Streptococcus pneumoniae o Enterococcus, son más 

prevalentes en pacientes con episodios de PBE de origen nosocomial, 

especialmente en aquellos que están sometidos a múltiples procedimientos 

invasivos o que son admitidos en cuidados intensivos. También se pueden detectar 

estos gérmenes en pacientes que están recibiendo profilaxis de la PBE, 

especialmente en aquellos que se encuentran en tratamiento con quinolonas a largo 

plazo (142). 

Aunque los gérmenes anaerobios son predominantes en la flora intestinal de sujetos 

sanos, en una proporción 1000/1 en relación a los aerobios, el desarrollo de un 

episodio de PBE causado por una bacteria anaerobia es excepcional, y en los casos 

en que se desarrolla es imprescindible excluir una peritonitis bacteriana secundaria 

(143). 
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Patogenia de la PBE 

Aunque la patogénesis de la PBE no está del todo bien definida, se conoce que se 

desarrolla en tres principales fases: el paso de bacterias a través del lumen 

intestinal a la circulación sistémica, una bacteremia secundaria a un defecto del 

sistema retículo endotelial (SER) y por último la infección de la ascitis debido a la 

deficiente capacidad bactericida del líquido ascítico (144). El lumen intestinal es el 

origen de la mayoría de las bacterias que causan la PBE (140, 145). Así ́mismo, el 

sobrecrecimiento bacteriano intestinal es un fenómeno común en pacientes con 

cirrosis y su prevalencia es mayor en pacientes con cirrosis avanzada y  ascitis 

(136). La descontaminación de bacterias intestinales mediante la administración de 

antibióticos orales, producen una reducción significativa en la incidencia de la PBE. 

Sobre todo con fármacos como el norfloxacino que disminuye el paso de bacterias 

gram negativas de origen gastrointestinal al líquido ascítico. 

La presencia de bacteriemia en aproximadamente la mitad de los casos de PBE y   

la aparición de casos de bacteremia aislada en pacientes cirróticos sin un foco 

primario de infección evidente (bacteriemia espontánea), sugieren que existe un 

paso previo cuando se permite a las bacterias su salida del lumen intestinal y así 

alcanzar la circulación sistémica antes de la colonización del líquido ascítico (146).  

 

Translocación Bacteriana (TB) 
!

El intestino desempeña importantes funciones, además de participar en la digestión, 

absorción y el metabolismo, ejerce un papel relevante como órgano neuroendocrino, 

inmunológico y de barrera entre el medio interno y la masa fecal. La barrera 

intestinal está formada en un 75% por material microbiano (4x1011 bacterias/gr) 

contabilizándose en su contenido, con más de 500 especies bacterianas distintas. 

La alteración de la flora digestiva y el movimiento de los microorganismos a través 

de la pared bacteriana han sido aceptados como los principales sucesos en el 

desarrollo de infecciones bacterianas en los pacientes con cirrosis, incluida la PBE 

(146). 
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Se define como translocación bacteriana (TB) al proceso por el cual las bacterias de 

la flora intestinal migran a través de la barrera intestinal accediendo a los ganglios 

linfáticos mesentéricos (GLMs) y desde allí ́a otros territorios extraintestinales como 

el líquido ascítico y la circulación sistémica. Su diagnóstico requiere la presencia de 

bacterias viables en GLMs, de al menos una especie bacteriana (147, 148). 

Patogenia de la Translocación Bacteriana 

TB puede ocurrir cuando se dan simultáneamente una serie de hechos implicados 

tales como el sobrecrecimiento bacteriano intestinal (SBI), alteraciones de las 

defensas inmunitarias locales o sistémicas del huésped, cambios estructurales de la 

mucosa y probablemente el aumento de la permeabilidad intestinal. 

La TB es un fenómeno que ha sido demostrado tanto en modelos experimentales de 

ratas cirróticas, como en humanos (149). En pacientes con cirrosis y sometidos a 

laparotomías para trasplante hepático, existen bacterias vivas en GLMs. Además, la 

translocación de organismos entéricos a los GLM en los pacientes con cirrosis 

avanzada es significativamente mayor (30,8%) que los con cirrosis leve y en 

pacientes no cirróticos (150). 

La mayor parte de la información disponible sobre la TB proviene de los estudios 

realizados en modelos experimentales (151). Hay una incidencia del 50% de 

translocación bacteriana en ratas cirróticas frente a un 0-10% en ratas sanas. En 

estos casos, se observa identidad genética de las bacterias procedentes del líquido 

ascítico y de los GLM, lo que apoya el concepto de que TB contribuye al desarrollo 

de PBE (152).  

Causas de la Translocación Bacteriana 

La TB se produce cuando se altera la función barrera mecánica y/o inmunitaria de la 

mucosa intestinal  (153). Los mecanismos que mantienen el equilibrio de la función 

barrera en un sujeto sano son principalmente de un tránsito intestinal adecuado que 

impida el sobrecrecimiento bacteriano intestinal, la integridad de la barrera intestinal 

y la competencia del sistema inmunitario local y sistémico. 

Además del SBI, las alteraciones de la flora local también pueden contribuir a la 

translocación bacteriana. Entre 30 y 70% de los pacientes con cirrosis presentan un 
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SBI de enterobacterias aerobias en tramos altos intestinales  y esta prevalencia es 

mayor en aquellos pacientes con cirrosis avanzada y ascitis (154). Esto se relaciona 

con la predisposición al desarrollo de la TB y la PBE a largo plazo, y se ve apoyado 

por la menor incidencia de PBE tras la reducción de la flora intestinal con el uso de 

antibióticos (155, 156). Existen diferentes factores relacionados con la deficiencia de 

la motilidad intestinal que explican la presencia de SBI en pacientes con cirrosis, 

tales como: el abuso de alcohol, la hipocloridia secundaria a uso de fármacos anti-

secretores, o una secreción reducida de ácidos biliares. Además, determinados 

factores de virulencia tales como: la capacidad de adherencia a los receptores 

específicos localizados en las células epiteliales promoviendo una colonización 

inicial, la presencia bacteriana de capsula o la reducción de la síntesis de IgA en el 

lumen intestinal, facilitan la penetración de la bacteria a través de la mucosa. Así a 

las bacterias gram -  translocan con mayor facilidad que el resto de gérmenes 

gram+ y anaerobios (Figura 7) (157, 158).  

 
Alteraciones de la barrera intestinal 
!

La perdida de integridad del tejido epitelial que altera la función barrera, depende de 

varios tipos de uniones entre las células epiteliales intestinales que regulan la 

permeabilidad de iones y moléculas desde el compartimiento externo al 

compartimiento interno (vía paracelular). Las uniones se clasifican como: tight 

junctions o uniones estrechas, adherent junctions o uniones adherentes y 

desmosomas. Con estas uniones se forman dos barreras diferentes, la primera, 

entre la zona apical y la zona basolateral de las membranas celulares y la segunda 

entre la zona apical y el compartimiento basal. Las uniones adherentes y 

desmosomas forman sitios de unión y permiten la comunicación entre células 

adyacentes pero no determinan permeabilidad paracelular (159). 

Estructuralmente las tight junctions están constituidas por 4 proteínas 

transmembrana: ocludinas, claudinas, tricelulina y moléculas de unión adhesiva o 

junctional adhesion molecules (JAM). Las tres primeras proteínas atraviesan la 

membrana cuatro veces formando dos bucles extracelulares de interacción. 
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Figura 7. Estadíos de la cirrosis y su relación con la Translocación Bacteriana. 1. Condiciones 
normales de una pared intestinal sana con translocación bacteriana exclusiva y normal. 2.  
Incremento en la translocación bacteriana y el aumento de la producción citocinas pro-inflamatorias 

(TNF-α)  y la producción de  especies reactivas de oxigeno (ROS) y oxido nítrico (NO) en el GALT 
(gut associated lymphoid tissue), generando un impacto directo sobre la barrera. 3. En condiciones 
de cirrosis con ascitis y sobrecrecimiento bacteriano intestinal (IBO), se aumenta el tránsito de 
bacterias viables desarrollando una parálisis de la respuesta inmune, generando un circulo vicioso 
perpetuando la translocación bacteriana y la ausencia de la capacidad de eliminar la bacteria. 
Modificado de Wiest R. J Hepatol 2014 

 

Estructuralmente las tight junctions están constituidas por 4 proteínas 

transmembrana: ocludinas, claudinas, tricelulina y moléculas de unión adhesiva o 

junctional adhesion molecules (JAM). Las tres primeras proteínas atraviesan la 

membrana cuatro veces formando dos bucles extracelulares de interacción 
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homofílica y heterofílica con proteínas de las células adyacentes (en el caso de 

tricelulina el contacto será entre 3 células adyacentes). Los 3 dominios 

intracelulares de estas proteínas interaccionan a nivel de su extremo carboxiterminal 

con proteínas de la zonula occludens (ZO), formada por las proteínas citosólicas 

ZO-1, ZO-2 y ZO-3, que actúan como acopladores a proteínas del citoesqueleto. En 

el dominio carboxiterminal se encuentran además sitios de fosforilación 

relacionados con varias protein quinasas como PKC, caseína quinasa y quinasa 

dependiente de AMPc (PKA). Las fosforilaciones son claves para mantener 

regulado el paso de moléculas a través de la vía paracelular (159).   

Por último, las proteínas JAM provienen de la superfamilia de inmunoglobulinas y 

están caracterizadas por dos dominios, uno transmembrana y otro C-terminal. Estas 

proteínas establecen interacciones homofílicas, en las que un dominio extracelular 

interacciona con otras proteínas de adhesión del mismo tipo en células adyacentes, 

contribuyendo a la formación de tight junctions (Figura 8).  

Existen alteraciones estructurales de la mucosa intestinal (edema, inflamación, 

cambios vasculares) tanto en ratas  como en pacientes con cirrosis descompensada 

(160). En estos, hay un incremento en la amplitud de los espacios intercelulares y 

de la expresión de claudina 2 que sugieren un incremento de la permeabilidad 

intestinal de productos bacterianos (161). 

La barrera intestinal también se puede ver alterada por el daño oxidativo de la 

mucosa. La hipertensión portal genera hipoxia local y con ella el daño oxidativo de 

la mucosa intestinal. Este daño favorece la TB en varios modelos experimentales de 

hipertensión portal, incluyendo la cirrosis (162). 

La endotoxemía se define como la presencia de LPS en sangre periférica. El LPS 

constituye parte de la pared bacteriana de bacterias gram negativas, actúan 

alterando la inmunidad del huésped sobre todo produciendo una alteración 

linfocitaria y depresión del SER. En pacientes cirróticos con ascitis, estas 

alteraciones inmunes, favorecen la permeabilidad intestinal y la capacidad 

incrementada de dichas bacterias para atravesar la pared intestinal (158).  
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Figura 8 Estructura molecular de las uniones intercelulares de las células epiteliales 
intestinales. Las uniones intercelulares de las células epitelias están definidas por diferentes 
complejos de proteínas como son: las tight junctions, adherens junctions y los desmosomas.  Estas 
uniones crean una barrera que regula la permeabilidad paracelular y la comunicación intercelular de 
las células epiteliales. Suzuki T. Cell. Mol. Life. Sci. 2013. 

 

Alteraciones de la inmunidad en la translocación bacteriana 

Además del efecto mecánico protector de la mucosa intestinal, esta controla el paso 

de bacterias y endotoxinas a través de la misma, depende de mecanismos 

inmunológicos como son el tejido linfoide asociado al intestino (GALT, gut 

associated lymphoid tissue) compuesto por las placas de Peyer, linfocitos B y T, 

plasmocitos y macrófagos distribuidos por la lámina propia, linfocitos intra-epiteliales 

secretores de IgA y los ganglios linfáticos mesentéricos. Los defectos en la barrera 

intestinal no son los únicos responsables de la TB, sino también las disfunciones 

inmunes en la zona intestinal, pueden favorecer la TB en la cirrosis, al tratarse en 

realidad de una forma de inmunodeficiencia adquirida (158, 163). 

Aunque no hay estudios específicos, las múltiples alteraciones inmunitarias 

sistémicas que presentan los pacientes cirróticos sugieren que la sistema inmune 

intestinal esté probablemente poco preservado. De hecho existe una correlación 
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inversa entre el número de células plasmáticas, secretoras de inmunoglobulina A 

(IgA) en la pared intestinal y la incidencia de TB . Este déficit local de IgA podría 

facilitar, de forma secundaria, la adherencia bacteriana a la superficie intestinal y 

constituye el primer paso en el proceso de la TB (164). 

Por otra parte, las alteraciones en la funcionalidad de los macrófagos y células 

dendríticas también se han asociado a la aparición de TB. Sin una correcta función 

de estas células, los gérmenes que atraviesan el epitelio intestinal no serían 

captados ni eliminados eficientemente y podrían acceder de forma viable a los 

GLMs y posteriormente pasar a la circulación sistémica. La entrada de productos y/o 

bacterias vivas en los GLMs en el contexto de la cirrosis se puede deber a la 

reducción de mecanismos como la quimiotaxis, opsonización, fagocitosis y la 

capacidad de eliminar la bacteria por las células mononucleares (165). 

En condiciones normales, las bacterias que alcanzan la circulación sistémica son 

eliminadas por el sistema mononuclear fagocítico (SER), localizado principalmente 

en el hígado y representado fundamentalmente por las células de Kupffer. En los 

pacientes con cirrosis, la capacidad funcional del SER está disminuida y esta se ha 

relacionado con la mayor gravedad de la enfermedad, mayor riesgo de bacteriemia 

y/o PBE, unido a una disminución en la supervivencia de estos pacientes (166). 

En el caso de la PBE, la probabilidad de desarrollar una infección es inversamente 

proporcional a la capacidad bactericida del líquido ascítico. El exudado peritoneal 

normal posee una efectiva capacidad bactericida que viene mediada principalmente 

por el sistema del complemento, similar a la observada en exudados peritoneales 

neoplásicos y superior a la del líquido ascítico de pacientes con cirrosis. La llegada 

de bacterias al líquido ascítico induce la activación de los mecanismos bactericidas 

humorales del mismo, especialmente la vía alternativa del sistema del complemento 

(167). 

Alteraciones de la inmunidad en el líquido ascítico 

El líquido ascítico es una excelente herramienta para evaluar la respuesta inmune 

en el sitio de la infección.  En el liquido ascítico existen factores inhibidores de la 

respuesta inmune, la depresión del SER, capacidad fagocítica disminuida y bajos 

niveles de complemento (168). Todo en conjunto lleva a una baja actividad anti-
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bacteriana en el líquido ascítico (169). La presencia de lipopolisacáridos (LPS) de la 

pared bacteriana en el suero o el líquido ascítico es uno de los principales 

activadores de la producción de citocinas (IL-6, TNF-α)  y del aumento de la 

respuesta inmune (170). Sin embargo, este mecanismo de defensa puede ser 

evitado por algunas de las cepas más virulentas de bacterias gram negativas. En los 

episodios de PBE debidos a cepas encapsuladas de E. Coli, los pacientes cirróticos, 

desarrollan un mayor número de complicaciones y tienen mayor mortalidad que los 

debidos a cepas no encapsuladas (171, 172). 

 

Relación entre la microbiota y la PBE: consecuencias de la TB. 
!

La microbiota intestinal humana esta compuesta por aproximadamente 1013 

microorganismos que habitan principalmente en la zona distal del intestino. La 

microbiota presente en condiciones fisiológicas es conocida como microbiota 

normal, la cual preserva y promueve el bienestar y la ausencia de enfermedad, 

especialmente en el tracto gastrointestinal (173). 

En condiciones normales, el número de bacterias alcanza valores diez veces 

superiores al de las células del organismo, constituyendo un “órgano” activo, cuyo 

metabolismo influye de forma decisiva en el mantenimiento de la homeostasis del 

individuo Dentro de las más de 500 especies descritas en el tracto gastrointestinal 

(TGI), unas 30 o 40 representan el 99% de los microorganismos y constituyen la 

microbiota normal, compuesta mayoritariamente por bacterias (174). Es importante 

resaltar, que cada especie animal presenta una composición microbiana intestinal 

distinta y especifica, además, de que la densidad de esta, varía en las diferentes 

zonas del tubo digestivo (la microbiota aumenta en cantidad y complejidad a medida 

que avanzamos por el TGI). La microbiota natural del intestino es, por tanto, una 

población compleja de microorganismos que ejercen una gran influencia sobre el 

huésped (175). 

Funciones de la microbiota. 
!

Entre las funciones de la microbiota tenemos: 
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- Metabólicas: fermentación de residuos no digestibles de la dieta, formación de 

“mucus”, obtención de energía en forma de ácidos grasos de cadena corta 

(AGCCs), producción de vitamina K, absorción de iones. 

- Tróficas: Control de la proliferación de células epiteliales y su diferenciación; 

desarrollo de la homeostasis del sistema inmune. 

- Protección: efecto “barrera” frente a patógenos. 

Una modificación en la proporción de organismos en el intestino, cualitativa o 

cuantitativamente, o en las concentraciones de los compuestos producidos por los 

mismos puede tener efectos importantes sobre el sistema inmune del huésped, 

desarrollándose diferentes condiciones patológicas.  

El ecosistema intestinal está en equilibrio en condiciones normales y los 

microorganismos perjudiciales no ejercen su poder patogénico. Sin embargo, en 

determinadas situaciones, estos pueden dar lugar a infecciones si se establecen en 

regiones del cuerpo en las que no son residentes habituales o cuando su número se 

incrementa de forma excesiva debido a perturbaciones del ecosistema intestinal. En 

el ámbito de la cirrosis, la TB es una de las complicaciones más frecuentes, lo que 

convierte a la microbiota intestinal, tanto en composición como en número, en una 

parte muy importante en la que enfocar el estudio de esta enfermedad. 

La TB desempeña un papel importante en las alteraciones hemodinámicas e 

inmunológicas de la cirrosis, mediada no sólo por el paso de bacterias viables a la 

circulación sistémica, sino también por sus componentes (la endotoxina y el ADN 

bacteriano han sido los más estudiados). La translocación de endotoxinas se asocia 

a la liberación de agentes vasodilatadores, como el oxido nítrico y monóxido de 

carbono. Por otra parte, el ADN bacteriano contiene múltiples series de 

dinucleótidos no metilados (CpG motifs), que una vez reconocidos por TLR9 se 

convierten en importantes activadores del sistema inmune innato, induciendo la 

liberación de citocinas pro-inflamatorias y oxido nítrico, entre otros (176). La 

liberación de productos bacterianos durante la TB, tanto endotoxinas como ADN 

bacteriano, produce una respuesta inflamatoria mantenida en la cirrosis 

descompensada, que empeora las alteraciones hemodinámicas de la cirrosis 

(Figura 9). Las alteraciones inmunológicas asociadas a la cirrosis intervienen 
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perpetuando la translocación de bacterias y sus productos y, a la vez, ejerciendo un 

efecto sobre otros sistemas, como el circulatorio. 

Manejo clínico de la PBE. 

La PBE constituye una complicación importante y frecuente de la cirrosis hepática 

(177). Su tratamiento consiste básicamente en antibióticos intravenosos y albumina 

humana. El tipo de antibiótico que se escoge como tratamiento depende de 

diferentes factores: profilaxis previa con quinolonas (Norfloxacino),  la prevalencia 

de tipos de bacteria en el líquido y si la infección fue adquirida en comunidad o en  

el entorno hospitalario. El tratamiento durante 5 días con cefotaxime intravenoso es 

suficiente en la mayoría de los casos en que la infección es adquirida en 

comunidad. Un ensayo clínico reciente demuestra que el tratamiento con albumina 

intravenosa (1,5g/kg al día 1 y 1g/kg en el día 3) disminuye el riesgo de fallo renal y 

muerte de un 70% a un 40% (178). El uso de inhibidores de la bomba de protones 

en pacientes con cirrosis y ascitis, debería ser muy limitado, ya que el riesgo 

desarrollar una PBE es de 4,3 veces más alto que sin tratamiento. En algunos casos 

debería ser detenido este tratamiento, por el alto riesgo de infección por Clostridium 

difficile (131). Dentro de las nuevas estrategias de tratamiento se busca la 

regulación de la microbiota intestinal y así prevenir que las bacterias logren infectar 

el líquido ascítico. Una de las estrategias que se esta estudiando es el uso de 

probióticos (179).   

Probióticos. Generalidades. 
!

Posiblemente el término “probiótico”, que etimológicamente procede del griego “pro 

bios” (por la vida), fue empleado por primera vez por Vergio en 1954, cuando 

comparaba los efectos adversos que los antibióticos ejercían sobre la microbiota 

intestinal con las acciones beneficiosas ejercidas por otros factores que no pudo 

determinar. Una década más tarde, Lilly y Stillwell (1965) se referían a los 

probióticos como microorganismos que promovían el crecimiento de otros 

microorganismos. Fuller (1989) redefinió́ a los probióticos como “aquellos 

suplementos alimenticios integrados por microorganismos vivos que afectan 

beneficiosamente al hospedador que los consume mediante la mejora de su 

equilibrio microbiano intestinal”. 
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Figura 9. Compartimentos involucrados en la translocación bacteriana patológica y su 
respuesta inmune asociada. 1. Las células dendríticas procesan los productos bacterianos 
atravesando las células epiteliales sin afectar la función de las tight junctions. 2. Epitelio dañado e 
inflamado con una barrera epitelial disfucional. 3. Las células M que se encuentran sobre las placas 
de Peyer, como células especializadas, permiten el acceso a productos microbianos que encuentran 
a las células presentadoras de antígenos (APCs). También se pueden observar tres niveles de 
barreras (I-III)  contra la translocación bacteriana: (I) el lumen y el componente secretor (capa de 
mucus y péptidos antimicrobianos) de la barrera intestinal; (II) barrera epitelial mecánica y el GALT 
desencadenan una respuesta contra la translocación bacteriana produciendo por ejemplo, citocinas 
pro-inflamatorias; (III)  el sistema inmune sistémico actúa como tercera barrera en el caso de que 
haya una expansión de los productos bacterianos más allá de los nódulos linfáticos. PRR, pattern 
recognition receptor. Wiest R. J Hepatol 2014 

 

Recientemente, la OMS ha revisado su definición y los considera como “organismos 

vivos que administrados en cantidades adecuadas ejercen un efecto beneficioso 

sobre la salud del huésped”!!(179). 
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Microorganismos probióticos. 
!

Los probióticos son microorganismos que promueven la salud de quienes los 

ingieren, y para que puedan considerarse como tales, es necesario que cumplan 

una serie de características, entre las que se incluyen: 

1. Ser de origen humano, ya que, en teoría, las cepas aisladas de seres humanos 

sanos van a presentar una mayor facilidad para colonizar el intestino humano y 

probablemente no sean patogénicas, se ha utilizado para definir esta característica 

el acrónimo inglés “GRAS” (“generally recognized as safe”). No obstante, también 

se han utilizado probióticos de origen no humano, como Saccharomyces cerevisiae, 

demostrándose su seguridad tras el consumo regular por el hombre. 

2. Deben poseer tolerancia a las condiciones ambientales del tracto gastrointestinal, 

ya que si los microorganismos probióticos han de llegar viables al intestino, es 

preciso que resistan el pH gástrico, las enzimas digestivas y la acción detergente e 

inhibidora de las sales biliares. 

3. Han de ser capaces de colonizar el intestino, con un tiempo corto de replicación, 

y de adherirse a la mucosa intestinal para que tenga lugar la modulación de la 

respuesta inmune, así ́como la exclusión de microorganismos patógenos, si bien en 

esto último puede deberse también a su capacidad de producir compuestos 

antimicrobianos. 

Entre los microorganismos utilizados como probióticos, las bacterias lácticas y las 

bifidobacterias ocupan el lugar más destacado. También se utilizan con este fin 

bacterias que pertenecen a otro géneros, como E. coli y Bacillus cereus, así ́como 

levaduras, principalmente Saccharomyces cerevisiae. Dentro de las bacterias 

lácticas se incluyen bacilos o cocos Gram-positivos de los géneros Lactobacillus, 

Leuconostoc, Pediococcus, Lactoccus, Enterococcus, Streptococcus, Vagococcus, 

Weissela, Oenococcus, Atopobium, Alloicoccus, Aerococcus, Tetragenococcus y 

Carnobacterium, cuya característica común es la de ser productores de ácido láctico 

como principal producto final de su metabolismo (180). El género Bifidobacterium no 

está relacionado filogenéticamente con las bacterias lácticas, pero comparte con 

ellas diversas propiedades fisiológicas, bioquímicas y ecológicas (Tabla 3) (181). 
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Tabla 3. Diferentes tipos de probióticos comerciales y su composición.  

Tabla 1 Ejemplos de cepas de probióticos en productos 

Cepa (designaciones alternativas) 
Nombre de 

marca 
Fabricante 

Bifidobacterium animalis DN 173 010 Activia Danone/Dannon 

Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12  Chr. Hansen 

Bifidobacterium breve Yakult Bifiene Yakult 

Bifidobacterium infantis 35624 Align Procter y Gamble 

Bifidobacterium lactis HN019 (DR10) Howaru™ Bifido Danisco 

Bifidobacterium longum BB536  Morinaga Milk Industry 

Enterococcus LAB SF 68 Bioflorin Cerbios-Pharma 

Escherichia coli Nissle 1917 Mutaflor Ardeypharm 

Lactobacillus acidophilus LA-5  Chr. Hansen 

Lactobacillus acidophilus NCFM  Danisco 

Lactobacillus casei DN-114 001 Actimel, DanActive Danone/Dannon 

Lactobacillus casei CRL431  Chr. Hansen 

Lactobacillus casei F19 Cultura Arla Foods 

Lactobacillus casei Shirota Yakult Yakult 

Lactobacillus johnsonii La1 (Lj1) LC1 Nestlé 

Lactococcus lactis L1A Norrmejerier  

Lactobacillus plantarum 299V GoodBelly, ProViva NextFoods Probi 

Lactobacillus reuteri ATTC 55730 Retueri BioGaia Biologics 

Lactobacillus rhamnosus ATCC 53013 (LGG) Vifit y otros Valio 

Lactobacillus rhamnosus LB21 Verum Norrmejerier 

Lactobacillus salivarius UCC118   

Saccharomyces cerevisiae (boulardii) lio 
DiarSafe, Ultralevure 

y otros 

Wren Laboratories, 

Biocodex, y otros 

Analizado como mezcla: 

Lactobacillus acidophilus CL1285 y Lactobacillus casei Lbc80r 
Bio K+ Bio K+ International 

Analizado como mezcla: 

Lactobacillus rhamnosus GR-1 y Lactobacillus reuteri RC-14 
FemDophilus Chr. Hansen 

Analizado como mezcla: 

VSL#3 (mezcla de 1 cepa de Streptococcus thermophilus, cuatro 

Lactobacillus spp y tres cepas de Bifidobacterium spp 

VSL#3 
Sigma-Tau 

Pharmaceuticals, Inc. 

Analizado como mezcla: 

Lactobacillus acidophilus CUL60 y Bifidobacterium bifidum CUL 20 
  

Analizado como mezcla: 

Lactobacillus helveticus R0052 y Lactobacillus rhamnosus R0011 
A'Biotica y otros Institut Rosell 

Analizado como mezcla: 

Bacillus clausii cepas O/C, NR, SIN, y T  
Enterogermina Sanofi-Aventis 

 

 

 

 

Los probióticos sobre el tracto gastrointestinal. 
!

Clásicamente se ha atribuido el efecto de los probióticos a su capacidad de 

modificar la composición de la microflora intestinal de potencialmente dañina a 

beneficiosa para el hospedador. Sin embargo, el mejor conocimiento de estos 

microorganismos ha permitido establecer diferentes acciones a través de los cuales 

ejercen efectos beneficiosos (182): 

1. Competición con bacterias patógenas 

Los probióticos son bacterias sin capacidad patogénica, capaces de prevenir la 

adherencia, establecimiento, replicación y/o la acción de las bacterias patógenas. 
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Entre los posibles mecanismos se incluye una modificación del pH en el lumen 

intestinal, debido fundamentalmente a la producción de ácidos orgánicos, 

principalmente lactato y los ácidos grasos de cadena corta acetato, propionato y 

butirato, como consecuencia de su capacidad fermentativa sobre la fibra dietética. 

Otro mecanismo involucrado es la producción de compuestos antibacterianos como 

pueden ser bacteriocinas o peróxido de hidrogeno (Jack et al., 1995; Liévin et al., 

2000). Por ejemplo, Lactobacillus salivarius ssp. salivarius UCC118 inhibe el 

crecimiento de microorganismos patógenos, como Listeria monocytogenes o 

Sthaphilococcus aureus resistentes a la meticilina, como consecuencia de su 

capacidad de producir el factor antimicrobiano ABP118 (183). 

Sin embargo, el desplazamiento de bacterias nocivas no necesariamente implica 

actividad bacteriostática o bactericida, sino que puede ser consecuencia de la 

competición física por unirse al epitelio, consumiendo también los sustratos 

disponibles para las bacterias patógenas. Así, distintos ensayos in vitro e in vivo han 

demostrado el efecto competitivo ejercido por Bifidobacterium infantis sobre el 

crecimiento de Bacteroides vulgatus (184). 

2. Mejora de la función de la barrera intestinal 

Un ejemplo en donde se ha demostrado el efecto de los probióticos sobre la mejora 

de la función de barrera del intestino, es en la enfermedad inflamatoria intestinal, 

donde la integridad de la barrera epitelial está comprometida, permitiendo el paso 

de antígenos a la lámina propia para desencadenar una respuesta inmune 

exagerada y contribuir de forma clave en la perpetuación del proceso inflamatorio en 

el intestino. Los probióticos podrían facilitar la reversión de esta situación y 

normalizar la permeabilidad intestinal incrementada, mejorando así ́ la respuesta 

inflamatoria intestinal (185). Así, Lactobacillus casei y Clostridium butyricum 

promueven la proliferación de las células epiteliales intestinales en rata (hasta un 

200% en el colon), mejorando de esta forma la protección del tejido intestinal (186). 

3. Producción de nutrientes importantes para la función intestinal 

Los ácidos grasos de cadena corta (AGCC), principalmente acetato, propionato y 

butirato, generados principalmente en el intestino grueso, son los productos finales 

en la fermentación llevada a cabo por la flora bacteriana comensal de los 
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carbohidratos procedentes de la dieta que no han sido digeridos en el intestino 

delgado. Son la principal fuente de energía para los colonocitos, regulando su 

desarrollo y diferenciación. Además, y en intima relación con su capacidad de 

colaborar en la función de barrera intestinal, tienen efectos tróficos sobre el epitelio 

intestinal, lo que es de gran importancia para la recuperación de la integridad del 

epitelio en caso de daño y para la reducción del riesgo de translocación bacteriana, 

que puede tener lugar en situaciones de grave alteración de la barrera intestinal, 

como en la enfermedad inflamatoria intestinal (187). En concreto, el butirato tiene la 

capacidad de inducir enzimas (por ejemplo transglutaminasas) con un papel 

fundamental en la restauración de la mucosa dañada (188). 

4. Inmunomodulación 

Dada su localización intestinal y la posibilidad de interaccionar con el epitelio de la 

mucosa, es evidente que los probióticos actúan tanto sobre la inmunidad intestinal 

especifica como inespecífica, y que este hecho está íntimamente relacionado con 

sus efectos beneficiosos sobre el huésped. Numerosos tipos de lactobacilos pueden 

alertar al sistema inmune intestinal, y a su vez favorecer el rechazo de 

microorganismos infecciosos potencialmente lesivos. Esto lo pueden realizar 

mediante la producción de IgA, o la activación de células NK (189, 190). Otros 

efectos inmunomoduladores de estos probióticos se derivan de su capacidad para 

incrementar la actividad fagocítica de leucocitos intestinales, promover una mayor 

proliferación de linfocitos B junto con un aumento en la secreción de 

inmunoglobulinas (A y G), y estimular la producción de citoquinas como IL-2, IL-6 o 

TNF-α. Otros probióticos, como E. coli no patógeno o Lactobacillus sakei, tienen la 

capacidad de aumentar la producción de citocinas anti-inflamatorias como IL-10 o 

factor de TGF-β y, al mismo tiempo, reducir las de carácter pro-inflamatorio, por 

ejemplo TNF-α, IFN-γ o IL-8 (191). Cuando se administró una mezcla probiótica a 

pacientes con anastomosis íleo-anal, se pudo observar una disminución en los 

niveles de ARN mensajero de IL-1β, IL-8 e IFN-γ, así como en el número de células 

polimorfonucleares, en comparación con los pacientes que recibieron el placebo. 

Ulisse et al., describieron una reducción de la expresión de las citoquinas IFN-γ e IL-

1a y de la actividad iNOS en biopsias de pacientes con pouchitis tratados con 

probióticos. En explantes de la mucosa de íleon procedentes de pacientes con 
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enfermedad de Crohn, el tratamiento con L. casei y con L. bulgaricus redujo la 

liberación de TNF-α y el número de células CD4+ (192). 

No se conoce con exactitud como interaccionan los probióticos con las células 

linfoides del intestino para conseguir la activación del sistema inmunitario intestinal. 

En este sentido, se ha propuesto que los lactobacilos pueden modificar la 

producción de citoquinas mediante la participación de algún componente de su 

pared celular que no ha sido totalmente caracterizado (193). 

El efecto de los probióticos sobre la respuesta inmune no se limita a una actuación 

sobre el tejido intestinal, pudiendo afectar a la inmunidad sistémica, con claros 

efectos beneficiosos en diferentes afecciones de alta prevalencia, especialmente en 

la población infantil, como son el eczema atópico y las alergias en general (194). 

No todos los probióticos ejercen los mismos efectos sobre el sistema inmune, 

existiendo una gran variabilidad entre especies, e incluso entre cepas 

pertenecientes a la misma especie. Por ejemplo, mientras que L. acidophilus 

aumenta la proliferación ex vivo de linfocitos en el bazo del ratón, otras especies de 

Lactobacillus como casei, gasseri y rhamnosus la inhiben (195). Ciertas cepas de 

lactobacilos tienen capacidad de estimular principalmente respuestas humorales y 

otras promover la inmunidad celular e inhibir la producción de anticuerpos. Así 

ocurre al comparar los efectos de la administración oral de Bifidobacterium breve 

YIT4064 y Lactobacillus casei Shirota, respectivamente. El uso de probióticos se 

asocia en la actualidad con un gran número de efectos beneficiosos en humanos, 

muchos de ellos establecidos de forma empírica, como la mejora de la intolerancia a 

la lactosa, la modulación del sistema inmunitario, la reducción de la 

hipercolesterolemia y la protección frente a enfermedades infecciosas, inflamatorias 

y alérgicas. Sin embargo, no se debe asumir, que todos los probióticos posean las 

mismas propiedades beneficiosas. De igual manera, cuando se adscribe un efecto 

beneficioso a una cepa, este no se puede extrapolar a las restantes cepas de la 

misma especie. Incluso el efecto que una cepa puede presentar depende de las 

condiciones de su empleo y, muy particularmente, de la dosis. Se considera que la 

concentración de probióticos viables que debe llegar al intestino para producir un 

efecto beneficioso es ≥106 ufc/ml en el intestino delgado y ≥108 ufc/g en el colon 

(196) 
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Existen evidencias de la acción de los probióticos, pero aun es necesario justificar 

posibles mecanismos de acción que faciliten el desarrollo de microorganismos más 

efectivos y definir los límites de esta efectividad. En base a esto, pasamos a detallar 

algunos de los efectos beneficiosos atribuidos a los probióticos, en concreto el 

VSL#3  con distinto grado de apoyo experimental. 

 

El  VSL#3  en la cirrosis. 
!

El VSL#3 es uno de los probióticos más utilizados en la práctica clínica, actualmente 

se usa en el manejo de enfermedades como la enfermedad inflamatoria intestinal 

(colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn) y el síndrome del intestino irritable (197).  El 

VSL#3 contiene una mezcla de 8 especies bacterianas diferentes  con efecto 

probiótico, estas especies son:  

Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis, 

Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei, 

Lactobacillus bulgaricus  y Streptococcus thermophilus. Se han evaluado los efectos 

del VSL#3 en pacientes con diferentes hepatopatías, sin embargo su mecanismo de 

acción aún no esta bien definido (198). El tratamiento durante 3 meses con VSL#3 

mejoró la función hepática y disminuyó los niveles citocinas pro-inflamatorias TNF-α 

e IL-6, el daño oxidativo y la producción de oxido nítrico en pacientes con cirrosis de 

etiología alcohólica. En pacientes con cirrosis por virus de la hepatitis C se mejoró 

los niveles de las transaminasas y la producción de oxido nítrico. El principal 

problema del estudio de Loguercio et al., es que no es aleatorizado y no dispone de 

grupos control, lo cual cuestiona la validez de los resultados. En otro estudio 

posterior no se han observado efectos sobre la presión portal en pacientes con 

cirrosis e hipertensión portal tratados con VSL#3 (199). 

 

Modelos experimentales en la cirrosis. 
!

La investigación en medicina se basa principalmente en tres fuentes de 

conocimiento: el paciente, las necropsias y el animal de experimentación. Los 
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modelos experimentales se definen como cualquier sistema, lógico, físico o 

biológico capaz de simular total o parcialmente el proceso que pretendemos 

estudiar. Los modelos animales son los modelos más 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 más semejante posible a la enfermedad que causa en humanos. Han 

de ser capaces de producir cambios patológicos discretos y graduales y conseguir 

una alta reproducibilidad y baja mortalidad. 

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

colaboradores y, posteriormente, Korpassy Kovacs describió un modelo de cirrosis 

inducida por la administración crónica de ácido tánico en rata. Se han desarrollado 

modelos de cirrosis en ratas a través de la administración de toxinas o mediante la 

ligadura del conducto biliar. Sin embargo, hasta la fecha, no existe un modelo que 

reproduzca todas las características de las enfermedades hepáticas en el humano. 

La investigación experimental de la fibrosis se ha realizado básicamente en rata y 

ratón. La utilización de agentes hepatotóxicos administrados de forma repetida es la 

manera clásica para inducir fibrosis hepática, siendo capaz de producir inflamación 

hepática y fibrogénesis. La tioacetamida, la dimetilnitrosamida, la dietilnitrosamida y 

el tetracloruro de carbono (CCl4) son los más comúnmente utilizados. A 

continuación nos centraremos en el modelo del CCl4, que es a partir del cual 

desarrollamos nuestros modelos para el estudio en esta tesis. 

 
Modelo de inducción de cirrosis por CCl4 

!

El modelo de inducción de cirrosis por CCl4 es el modelo que mejor reproduce 

algunas de las características más relevantes de la cirrosis humana como la 

hipertensión portal, la inflamación hepática y sistémica, la formación de fibrosis, el 

síndrome de circulación hiperdinámica, la formación de ascitis, la TB a los GLM, las 

infecciones bacterianas y la regresión potencial de la fibrosis, entre otros. Es una 

gran herramienta para determinar tanto los mecanismos patogénicos de la cirrosis 

como para la caracterización de sus alteraciones inmunológicas debido a su gran 

paralelismo con el estado pro-inflamatorio sistémico descrito en pacientes (200). 
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El CCl4 es una sustancia de elevada hepatotoxicidad. El CCl4 no es tóxico per se, 

sino que sus efectos tóxicos son atribuibles a la generación del radical reactivo 

triclorometil (CCl3
-) tras ser metabolizado por el citocromo p450 por el enzima 

CYPE1 expresado en los hepatocitos perivenulares del hígado (201), con mínima 

expresión extrahepática y, por tanto, no ocasiona daño en otros órganos. El CCl3
- 

produce efecto citotóxico y peroxidación lipídica y daño hepático celular (202). 

El CCl4 se administra conjuntamente con fenobarbital, añadido al agua de bebida. El 

fenobarbital produce un aumento en la actividad del citocromo p450 en el retículo 

endoplasmático liso, y acelera el desarrollo de la fibrosis, haciendo que la acción del 

CCl4 sea más efectiva (203). 

Se han descrito diferentes métodos de administración: subcutánea, intramuscular, 

intraperitoneal (204), orogástrica (205) o por inhalación (206). La administración 

orogástrica de CCl4 es posiblemente el método más utilizado sobretodo en el 

estudio de la fibrosis y de las infecciones bacterianas. Proctor et al., desarrolló un 

modelo de fibrosis mediante la administración por sondaje gástrico de CCl4 en ratas 

Wistar. Runyon et al., posteriormente, optimizó la dosis en función de la variación de 

peso de la rata tras la administración oro-gástrica de CCl4, permitiendo así 

conseguir una elevada incidencia de ascitis y describiendo por primera vez la PBE 

en un modelo animal de cirrosis hepática. El modelo así establecido consiste en 

tratar ratas Sprague-Dawley de un peso entre 100-120 gr 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 gr se inicia la inducción de cirrosis con 20 µl. La dosificación irá 

aumentando en función de la variación de peso entre el día de la inducción y a las 

48 horas después de tomar el tóxico. Una vez aparece la ascitis, la dosis de 

mantenimiento es de 40 µl CCl4. Con esta individualización de la dosis se consigue 

una elevada incidencia de cirrosis y de desarrollo de ascitis. Este modelo tiene una 

elevada mortalidad (50-55%), y suele ocurrir alrededor de las primeras semanas 

debido a la toxicidad aguda del CCl4 (151). Es sin duda el modelo más utilizado para 

estudios de la cirrosis hepática, la PBE y las bacteriemias (207). Se considera un 

buen modelo debido a que la mayoría de animales que superan la fase aguda de 

hepatotoxicidad por CCl4 desarrollan cirrosis micronodular a diferencia de otros 

modelos en los que se presenta esporádicamente.  En este modelo, se desarrollan 

PBE y TB de forma espontánea (208) obteniendo evidencias de la identidad entre 
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las bacterias de la luz intestinal y las translocadas. No se observa lesión intestinal 

secundaria al tóxico (151, 209). 

Pese a una gran aceptación, este modelo presenta una serie de limitaciones, entre 

las que destacan la gran variabilidad en la respuesta de los animales al tóxico, la 

elevada mortalidad, la administración del tóxico es variable para obtener cirrosis y/o 

ascitis y la ascitis infectada no es idéntica a la que presentan los humanos. En la 

rata la mayoría 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 estos representan solo un 5% de las PBE. El diagnóstico de la 

PBE en la rata, teniendo en cuenta un nivel de PMN en líquido ascítico de 250/mm3, 

es controvertida, debido a la diferencia en los porcentajes de células de la sangre de 

la ratas, donde predominan los linfocitos, en comparación con los porcentajes en 

humanos donde predominan los neutrófilos. !
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3. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
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Hipótesis 
 
La cirrosis deteriora la función homeostática del hígado. A lo largo de la cirrosis, 

aparecen las complicaciones de la enfermedad debidas, en parte, a la disfunción de 

la respuesta inmune innata, del defectuoso reconocimiento de PAMPs y el daño en 

la pared intestinal.  Se limita la capacidad bactericida de células fagocíticas y con 

ello aumenta la susceptibilidad a las infecciones bacterianas. A partir de la continua 

señal de los PAMPs liberados por el intestino permeable de los pacientes con 

cirrosis, hay una activacion persistente de las celulas inmunes y una inflamación 

sistemica. Esto se ve reflejado en la activacion de células inmunes circulantes y el 

aumento de los niveles séricos de citocinas pro-inflamatorias, Factores como los 

polimorfismos en TLR pueden modular la respuesta inflamatoria de estos pacientes. 

A su vez, el estado pro-inflamatorio generado por la cirrosis puede afectar la 

capacidad funcional de las células del sistema inmune innato y la barrera intestinal. 

Con el empleo de probioticos se podría regular la translocación bacteriana y con ella 

la respuesta inmune y, reducir la severidad de las complicaciones de la cirrosis. 

La influencia de cada uno de estos aspectos nos va a ayudar a entender la cirrosis 

hepática y prevenir sus complicaciones.     
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Figura 10. Esquema de la hipótesis. Rojo: hipótesis planteada, Azul: objetivos desarrollados 
durante la tesis. 
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OBJETIVOS: 
 

General: 
 

Analizar la respuesta inmune innata en la cirrosis hepática, definida por la 

producción periférica y local (ascitis) de citocinas (TNF-α, IL-6 e IL-10) y por el 

fenotipo y funcionalidad de los leucocitos presentes en el líquido ascítico, y, la 

relación de la respuesta inflamatoria con parámetros de evolución de la enfermedad 

y tratamiento. 

 

Específicos: 
 

1. Estudiar la relación entre la presencia de polimorfismos de la molécula TLR4 

y la respuesta inmune. Se comparará la producción de citocinas de las células de 

sangre periférica de pacientes con cirrosis portadores o no del polimorfismo en 

TLR4. 

 

2. Analizar la relación entre la producción de citocinas de las células de sangre 

periférica de pacientes con cirrosis portadores o no del  polimorfismo en TLR4 y el 

desarrollo de las complicaciones de la enfermedad.  

 

3. Comparar el contenido inflamatorio y la composición celular del líquido 

ascítico de pacientes con cirrosis y ascitis estéril, con PBE de cultivo bacteriano 

positivo y con PBE de cultivo bacteriano negativo. 

 

4. Analizar la asociación entre la producción de citocinas (TNF-α, IL-6 e IL-10) 

con la composición y función de los leucocitos del líquido ascítico de pacientes con 

cirrosis y ascitis estéril, PBE de cultivo bacteriano positivo y PBE de cultivo 

bacteriano negativo. 

  

5. Comparar la capacidad de fagocitosis y estallido respiratorio de las células de 

la respuesta inflamatoria innata con su fenotipo en diferentes contextos: ascitis 

estéril, PBE de cultivo bacteriano positivo y PBE de cultivo bacteriano negativo. 
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6. Comparar los cambios en el fenotipo y funcionalidad de las células de la 

respuesta inflamatoria innata de pacientes con cirrosis y PBE antes y después del 

tratamiento con antibióticos.  

 

7. Valorar el efecto del probiótico VSL#3 en la translocación bacteriana, la 

barrera intestinal, la composición de la flora intestinal y la respuesta inflamatoria en 

el modelo experimental de cirrosis hepática inducida por CCl4. 
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Abstract
AIM: To analyze the cytokine production by peripheral 
blood cells from cirrhotic patients with and without 
TLR4 D299G and/or T399I polymorphisms.

METHODS: The study included nine patients with cir-
rhosis and TLR4  D299G and/or T399I polymorphisms, 
and 10 wild-type patients matched for age, sex and 
degree of liver failure. TLR4  polymorphisms were de-
termined by sequence-based genotyping. Cytokine pro-
duction by peripheral blood cells was assessed spon-
taneously and also after lipopolysaccharide (LPS) and 
lipoteichoic acid (LTA) stimulation. 

RESULTS: Patients with TLR4  polymorphisms had a 
higher incidence of previous hepatic encephalopathy 
than wild-type patients (78% vs  20%, P  = 0.02). Spon-
taneous production of interleukin (IL)-6 and IL-10 was 
lower in patients with TLR4  polymorphisms than in 
wild-type patients [IL-6: 888.7 (172.0-2119.3) pg/mL 
vs  5540.4 (1159.2-26053.9) pg/mL, P  < 0.001; IL-10: 
28.7 (6.5-177.1) pg/mL vs  117.8 (6.5-318.1) pg/mL, 
P  = 0.02]. However, the production of tumor necrosis 
factor-­α,  IL-­6  and  IL-­10  after  LPS  and  LTA  stimulation  

was similar in the two groups.

CONCLUSION: TLR4  polymorphisms were associated 
with a distinctive pattern of cytokine production in cir-
rhotic patients, suggesting that they play a role in the 
development of cirrhosis complications.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights reserved.

Key words: Inflammatory  response;;  Hepatic  encepha-
lopathy; Genetic factors; Infections

Core tip: The relationship between toll-like receptors 
(TLR) polymorphisms and the immune response is the 



polymorphisms can therefore influence disease progres-
sion and development of  complications in patients with 
cirrhosis[19,20].

We observed that cirrhotic patients with the TLR4 
D299G polymorphism were more predisposed to bacte-
rial infections and hepatic encephalopathy than wild-type 
patients[19]. One possible explanation for these findings 
is that the inflammatory response in patients with the 
TLR4 D299G polymorphism differs from that in wild-
type patients. 

This study was designed to compare the cytokine pro-
duction by peripheral blood cells from cirrhotic patients 
with TLR4 D299G and/or T399I polymorphisms to the 
cytokine production in patients without these polymor-
phisms.

MATERIALS AND METHODS
Patients
From April 2006 to May 2011 we screened 258 consecu-
tive hospitalized patients with cirrhosis and ascites and 
found TLR4 D299G and/or T399I polymorphisms in 
28 patients (11%). The present study was performed be-
tween February 2009 and July 2011 and included those 
patients with TLR4 polymorphisms who survived free 
of  liver transplant and fulfilled the inclusion and exclu-
sion criteria. Patients with TLR4 polymorphisms (poly-
morphism group) were matched for age, sex and degree 
of  liver failure with cirrhotic patients without these 
polymorphisms (wild-type group). All the patients were 
Caucasian and cirrhosis was diagnosed by biopsy or from 
clinical, analytical and ultrasonographic findings. They all 
had decompensated cirrhosis as they had previously pre-
sented at least one decompensation.

All were outpatients coming to the hospital for follow-
up visits or to the day hospital for therapeutic paracente-
sis. The exclusion criteria were human immunodeficiency 
virus infection or any other immunodeficiency, treatment 
with immunosuppressive or immunomodulatory drugs, 
hepatocellular carcinoma or other neoplasia, active alco-
hol intake in the previous year, liver transplantation, and 
active infection or any other decompensation of  cirrhosis 
requiring hospitalization in the previous month.

At inclusion in the study, we recorded clinical and an-
alytical data as well as previous decompensations of  cir-
rhosis, with special emphasis on hepatic encephalopathy 
episodes, and we collected blood samples for laboratory 
analysis/assays.

A group of  healthy Caucasian donors was also in-
cluded to compare their cytokine production with that of  
patients with cirrhosis.

The study was a priori approved by the Clinical Re-
search Ethics Committee at Hospital de la Santa Creu i 
Sant Pau and conforms to the ethical guidelines of  the 
Helsinki Declaration of  1975 (6th revision, 2008). All pa-
tients gave written consent to be included after receiving 
appropriate verbal and written information. 
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focus  of  intensive  research  in  chronic  inflammatory  con-
ditions. This is the first study demonstrating that the 
presence of certain TLR4 polymorphisms is associated 
with a characteristic pattern of cytokine production. 
These polymorphisms could have a relevant role in the 
development of complications in patients with cirrhosis.

Nieto JC, Sánchez E, Román E, Vidal S, Oliva L, Guarner-
Argente C, Poca M, Torras X, Juárez C, Guarner C, Soriano G. 
Cytokine production in patients with cirrhosis and TLR4 poly-
morphisms. World J Gastroenterol 2014; 20(46): 00000-00000  
Available from: URL: http://www.wjgnet.com/1007-9327/full/
v20/i46/00000.htm  DOI: http://dx.doi.org/10.3748/wjg.v20.
i46.00000

INTRODUCTION
A pro-inflammatory state is a frequent phenomenon in 
patients with cirrhosis and it has been related to several 
factors. One of  these factors is the exposure to pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs) [i.e. endotoxin or 
lipopolysaccharide (LPS) from gram-negative bacteria] 
due to intestinal bacterial translocation[1-6]. There is grow-
ing evidence that the inflammatory response in these pa-
tients is implicated in the prognosis and development of  
complications[1,2,7,8], especially hepatic encephalopathy[9-11]. 
Moreover, due to bacterial translocation and alterations in 
immune response, patients with cirrhosis are predisposed 
to develop bacterial infections, mainly caused by enteric 
pathogens[1,2].

Toll-like receptors (TLR) recognize molecules broadly 
shared by pathogens but distinguishable from host mol-
ecules, collectively referred to as pathogen-associated 
molecular patterns (PAMPs). TLR2 recognizes multiple 
bacterial cell wall components (peptidoglycan, lipoteicho-
ic acid and lipoproteins) by forming heterodimers with 
TLR1 and TLR6 and cooperating with CD14, CD36 and 
Dectin-1. In association with CD14 and its co-receptor 
MD-2, TLR4 recognizes LPS, a major component of  
gram-negative bacteria. It was reported that CD14 is also 
involved in TLR2-mediated lipoteichoic acid (LTA) stim-
ulation[12]. On the other hand, TLR2 seems to be required 
for LPS-induced TLR4 signaling[13]. After the binding of  
TLR ligands, pro-inflammatory cytokines are released by 
the immune cell and systemic inflammatory response oc-
curs[3,14,15].

Two main non-synonymous TLR4 genetic polymor-
phisms can usually be found in co-segregation in Cauca-
sians[14-16]. The first of  these is D299G, an A/G polymor-
phism that causes the amino-acid change from Asp to 
Gly at position 299, and the other is T399I, a C/T poly-
morphism that causes the change from Thr to Ile at posi-
tion 399[14-16]. These polymorphisms have been shown to 
change the ligand-binding site of  the receptor[17]. They 
can modify the inflammatory response[16,17] and predis-
pose to bacterial infections[14,15,18]. The presence of  TLR4 



Samples
Whole blood samples were collected from healthy do-
nors, patients from the polymorphism group (TLR4 
D299G and/or T399I) and wild-type patients. Samples 
were processed within one hour after collection and 
maintained at room temperature. For cytokine produc-
tion analysis, blood was collected into BD Vacutainer® 
tubes (BDbiosciences, San Jose, CA, United States) con-
taining sodium-heparin. For the genomic DNA extrac-
tion, blood was collected into separate BD Vacutainer® 
tubes containing ethylene diamine tetra-acetic acid.

Genomic DNA extraction and TLR4 and TLR2 
polymorphisms genotyping
Genomic DNA was extracted from buffy-coat fraction 
using QIAmp DNA blood minikit (Qiagen Inc., Va-
lencia, CA, United States). The sequencing primer used 
for TLR4 Asp299Gly (D299G, rs4986790) was 5’-TG-
GAATGCTGGAAATCCAGA-3’, and for Thr399Ile 
(T399I, rs4986791) was 5’-CTCTAGAGGGCCTGT-
GCA-3’. 

As TLR2 polymorphisms can influence the cytokine 
production[15,16], we assessed the presence of  Arg753Gln 
(R753Q, rs5743708) and Arg677Trp (R677W) TLR2 
polymorphisms in our study population. The sequencing 
primer used for TLR2 R753Q was 5’-GCCTACTGGGT-
GGAGAACCT-3’ and for R677W was 5’-GGCCACTC-
CAGGTAGGTCTT-3’. 

The polymerase chain reaction consisted of  an initial 
denaturation at 95 ℃ for 3 min, followed by 34 cycles 
of  45 s at 95 ℃, 30 s at 60 ℃ for TLR4 and 61.2 ℃ for 
TLR2, 1 min at 72 ℃, and a final extension of  5 min at 
72 ℃. Once the amplification was confirmed, sequencing 
was performed by Macrogen Inc, Korea using BigDye 
(Applied Biosystem) chemistry.

Lipopolysaccharide binding protein levels
Serum was tested for lipopolysaccharide binding protein 
(LBP) concentration to assess exposure to bacteria and 
their endotoxins as an index of  bacterial translocation[5], 
using specific ELISA (Biometec GmbH, Greifswald, Ger-
many) according to the manufacturer’s instructions. LBP 
was quantified with standard curves provided by the cor-
responding ELISA kit. The detection limit was 5 ng/mL.

Whole blood cell culture 
Heparinized whole blood (2.5 mL) was cultured in 5 
ml polypropylene tubes (BDbiosciences, San Jose, CA, 
United States) with: (1) 1 mL of  RPMI 1640 medium 
(Biowhittaker, Cologne, Germany);; (2) 650 µL of  
RPMI 1640 medium with 350 µL of  ultrapure LPS (0.01 
µg/mL) (Ultra pure lipopolysaccharide from Escherichia 
coli 0111:B4 strain- TLR4 ligand cat# tlrl-pelps Invivo-
Gen, San Diego, CA, United States);; and (3) 350 µL of  
LTA (1 µg/mL) (Lipoteichoic acid from Staphylococcus 
aureus- TLR2 ligand cat #tlrl-psltal InvivoGen). The cul-
tures were maintained at 37 ℃ with 5% CO2 for 20 h.

Cytokine levels
Culture supernatants were tested for TNF-α, IL-10 (BD 
Pharmingen, Frankin Lakes, NJ, United States) and IL-6 
(ImmunoTools, Friesoythe, Germany) concentrations 
using specific ELISAs, according to the manufacturer’s 
instructions. All cytokines were quantified with standard 
curves provided by the corresponding ELISA kit. The 
detection limits were: 30 pg/mL for TNF-α and IL-10, 
and 10 pg/mL for IL-6.

Statistical analysis
Comparisons between patients with cirrhosis and healthy 
donors and between patients with TLR4 polymorphisms 
and wild-type patients were performed using Fisher’s 
exact test for categorical variables and Mann-Whitney 
test for quantitative data. A two-sided P value < 0.05 was 
considered statistically significant. Data are expressed as 
frequencies or median (range).

RESULTS
Patient characteristics
From the 28 patients with TLR4 D299G and/or T399I 
polymorphisms, 19 were not included for the following 
causes: 8 died before the present study was performed, 2 
underwent liver transplantation, 6 were lost to follow-up, 
2 developed hepatocellular carcinoma, and 1 had mac-
roglobulinemia. Therefore, 9 patients with cirrhosis and 
TLR4 D299G and/or T399I polymorphisms (polymor-
phism group) were included in the study and compared 
to 10 matched cirrhotic patients without these polymor-
phisms (wild-type group). Five healthy donors were also 
included.

In the polymorphism group, eight of  the nine patients 
showed both TLR4 D299G and T399I polymorphisms 
in heterozygosis, while the remaining patient showed only 
the T399I polymorphism in heterozygosis. Neither of  the 
TLR2 polymorphisms was detected in the polymorphism 
group nor in the wild-type group. No TLR4 or TLR2 poly-
morphisms were detected in any of  the healthy donors. 

Table 1 shows clinical and analytical characteristics of  
the two groups of  patients. We did not find statistical dif-
ferences in demographics, etiology of  cirrhosis, degree of  
liver insufficiency, blood total leukocyte, monocyte and 
lymphocyte count, pharmacological treatment, or pres-
ence of  ascites. There was a trend towards more patients 
on prophylaxis with norfloxacin in the polymorphism 
group.

The mean follow up from the time of  the first de-
compensation of  cirrhosis until inclusion in the study was 
18.0 (4.5-97.0) months in the polymorphism group and 
30.7 (2.5-59.5) in the wild-type group (P = 0.36). Table 2 
shows the previous complications of  cirrhosis during this 
period. There was a non-significant trend to a higher inci-
dence of  variceal bleeding and bacterial infections in the 
polymorphism group than in the wild-type group. The 
incidence of  hepatic encephalopathy was higher in the 

3 December 14, 2014|Volume 20|Issue 46|WJG|www.wjgnet.com



cells from healthy donors and all patients with cirrhosis. 
Spontaneous TNF-α and IL-6 production was signifi-
cantly higher in patients with cirrhosis than in healthy 
donors. The cytokine production of  TNF-α after LTA 
stimulation and IL-6 after LPS and LTA stimulation 
was significantly higher in patients with cirrhosis than in 
healthy donors. 

Figure 1 shows spontaneous and stimulated cytokine 
production in the two groups of  patients with cirrhosis. 
There was a non-significant trend for a lower TNF-α 
spontaneous production in the polymorphism group than 
in the wild-type group. Spontaneous production of  IL-6 
[888.7 (172.0-2119.3) pg/mL vs 5540.4 (1159.2-26053.9) 
pg/mL, P < 0.001] and IL-10 [28.7 (6.5-177.1) pg/mL 
vs 117.8 (6.5-318.1) pg/mL, P = 0.02] was lower in the 
polymorphism group than in the wild-type group. The 
cytokine production after stimulation with LPS and LTA 
was similar in the two groups. Therefore, the increase in 
stimulated cytokine production with respect to spontane-
ous cytokine production, expressed as fold change, was 
higher in the polymorphism group than in the wild-type 
group (Table 4). 

Table 5 shows cytokine production by peripheral 
blood cells from patients without prophylactic norfloxa-

polymorphism group than in the wild-type group (78% vs 
20%, P = 0.02). Patients from the polymorphism group 
presented a higher number of  hepatic encephalopathy 
episodes per patient than the wild-type group. Infection 
was the most frequent precipitating factor in the two 
groups: 8 episodes in the polymorphism group and 5 in 
the wild-type group. Other precipitating events were: di-
uretics (4 and 0 episodes), electrolyte disturbances (1 and 
2), gastrointestinal bleeding (1 and 0), constipation (2 and 
0), and benzodiazepine treatment (2 and 0). No precipi-
tating events could be identified in 2 episodes from the 
polymorphism group and in 1 episode from the wild-type 
group.

LBP plasma levels
LBP plasma levels showed a trend to be higher in all pa-
tients with cirrhosis than in healthy donors [21.7 (2.2-49.7) 
µg/mL vs 9.3 (6.0-16.2) µg/mL, P = 0.28]. Patients with 
TLR4 polymorphisms showed a trend to have higher 
LBP plasma levels than wild-type patients [29.4 (14.7-49.7) 
µg/mL vs 7.4 (2.2-32.9) µg/mL, P = 0.07].

Cytokine production
Table 3 shows cytokine production by peripheral blood 
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Table 1  Clinical and analytical characteristics of patients with TLR4 polymorphisms and wild-type patients  n  (%)

Polymorphisms (n  = 9) Wild-type (n  = 10) P  value

Age (yr) 63.2 (40-78) 61.0 (42-79) 0.93
Sex (male/female) 6 (67)/3 (33) 6 (60)/4 (40) 1.00
Etiology (alcohol/HCV/alcohol + HCV/other) 3 (33)/3 (33)/2 (22)/1 (11) 5 (50)/2 (20)/3 (30)/0 (0) 0.5
Child-Pugh score   7 (5-9)   6 (5-8) 0.49
MELD score   11 (6-16)   12 (6-18) 0.62
Serum bilirubin (µmol/L) 17.0 (7-41) 27.5 (9-60) 0.56
Serum albumin (g/L) 32.8 (22.7-49.4) 35.9 (30.0-43.9) 0.34
INR 1.10 (1.01-1.48) 1.22 (0.96-1.39) 0.68
Blood total leukocyte count (× 109/L)   5.89 (2.75-11.48) 5.67 (3.84-8.57) 0.93
Blood neutrophil count (× 109/L) 3.30 (2.00-7.78) 3.21 (1.61-5.63) 0.74
Blood monocyte count (× 109/L) 0.59 (0.20-0.98) 0.66 (0.38-1.00) 0.46
Blood lymphocyte count (× 109/L) 1.00 (0.38-2.15) 1.41 (0.35-2.22) 0.39
Present ascites 3 (33) 3 (30) 1.00
Diuretics 6 (67) 9 (90) 0.30
Beta-blockers 4 (44) 5 (50) 1.00
Norfloxacin prophylaxis 5 (55) 4 (40) 0.65

HCV: Hepatitis C virus; MELD: Model for end-stage liver disease; INR: International normalized ratio. 

Table 2  Data of previous complications of cirrhosis in patients with TLR4 polymorphisms and wild-type patients  n  (%)

Polymorphisms (n  = 9) Wild-type (n  = 10) P  value

Previous ascites    9 (100)   10 (100) 1.00
Previous variceal bleeding   4 (44)   2 (20) 0.35
Previous bacterial infections   8 (89)   5 (50) 0.14
Number of infections/patient 2.0 (0-4) 0.5 (0-5) 0.14
Previous SBP   5 (55)   3 (30) 0.37
Previous hepatic encephalopathy   7 (78)   2 (20) 0.02
Number of episodes of encephalopathy 17 8
Number of episodes of encephalopathy/patient    1 (0-5)    0 (0-7) 0.03
Degree of encephalopathy (episodes) 1/2/3/4 5/9/1/2 3/4/0/1
Degree of encephalopathy1 2.0 (1-4) 1.9 (1-4) 0.74

1Median (range) of the degree of hepatic encephalopathy in patients with this complication. SBP: Spontaneous bacterial peritonitis.
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Table 3  Spontaneous and stimulated cytokine production by peripheral blood cells in healthy donors and all patients with cirrhosis

Healthy donors (n  = 5) All patients with cirrhosis (n  = 19) P  value

Spontaneous TNF-α (pg/mL) < 30    602.4 (96.1-3920.1) 0.001
TNF-α after LPS (pg/mL)   1693 (1185-3709) 2904 (931-5078) 0.150
TNF-α after LTA (pg/mL) 638.3 (49.7-1958) 2440 (241-4798) 0.006
Spontaneous IL-6 (pg/mL) < 10      1537.8 (172.0-26053.9) 0.001
IL-6 after LPS (pg/mL) 20493 (19499-23042)   30219 (1362-32680) 0.006
IL-6 after LTA (pg/mL) 22157 (17390-27010)   30165 (3269-32707) 0.005
Spontaneous IL-10 (pg/mL) < 30  43.6 (6.5-318.1) 0.210
IL-10 after LPS (pg/mL) 1309 (590.2-1578)   939.9 (120.8-2100) 0.890
IL-10 after LTA (pg/mL) 499.3 (268.7-816.9)   800.4 (80.72-2077) 0.150

TNF-α: Tumour necrosis factor-alpha; LPS: Lipopolysaccharide; LTA: Lipoteichoic acid; IL: Interleukin.
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Figure 1  Cytokine production in patients with cirrhosis and TLR4 polymorphisms and wild-type patients. A: TNF-α concentration in supernatants of unstimu-
lated and LPS and LTA stimulated peripheral blood cells; B: IL-6 concentration in supernatants of unstimulated and LPS and LTA stimulated peripheral blood cells; and 
C: IL-10 concentration in supernatants of unstimulated and LPS and LTA stimulated peripheral blood cells. TNF-α: Tumour necrosis factor-alpha; LPS: Lipopolysac-
charide; LTA: Lipoteichoic acid; IL: Interleukin.



cin. The differences in the cytokine production between 
patients with TLR4 polymorphisms and wild-type pa-
tients in this subgroup were similar to those observed in 
the whole series.

DISCUSSION
The main finding in the present study is that periph-
eral blood cells from patients with cirrhosis and TLR4 
D299G and/or T399I polymorphisms spontaneously 
produced lower levels of  IL-6 and IL-10 than wild type 
patients but showed a similar IL-6, TNF-α and IL-10 
production after stimulation. 

Patients with cirrhosis presented a higher spontaneous 
production of  pro-inflammatory cytokines than healthy 
donors. This finding agrees with the pro-inflammatory 
state described in cirrhosis[5,6], thought to be mainly relat-
ed to bacterial translocation and increased plasma endo-
toxin[1,2,4-6]. When continuously exposed to endotoxin, the 
immune system can develop tolerance, leading to blunted 
cytokine production after stimulation[21-23]. However, our 
results do not support this hypothesis because we ob-
served a higher pro-inflammatory cytokine production 
after LPS and LTA stimulation in patients with cirrhosis 
than in controls. A higher pro-inflammatory cytokine 
production after LPS stimulation has also been observed 
previously in patients with cirrhosis[24] and in rats with 
carbon tetrachloride-induced cirrhosis[25]. 

Despite similar clinical and analytical characteristics, 
patients with cirrhosis and TLR4 D299G and/or T399I 
polymorphisms showed lower IL-6 spontaneous produc-

tion than wild-type patients. In the setting of  cirrhosis 
and increased endotoxemia, this finding could be the 
consequence of  a decrease in the cellular responsiveness 
to endotoxin associated with these TLR4 polymorphisms, 
as observed in other populations[16,26]. Such impaired re-
sponsiveness could lead to a defective clearance of  the 
increased plasma endotoxin, which in turn would en-
hance synthesis of  LBP, an index of  long-term exposure 
to endotoxin[5]. Moreover, increased LBP could further 
decrease the synthesis of  IL-6[27]. In support of  this hy-
pothesis, we observed a trend for higher LBP plasma 
levels in patients with TLR4 polymorphisms than in wild-
type patients. However, when peripheral blood cells were 
stimulated with high concentrations of  LPS or LTA, pa-
tients with cirrhosis and TLR4 polymorphisms and wild 
type-patients showed a similar cytokine production. Our 
findings are in keeping with previous data showing that 
the functional consequences of  TLR4 polymorphisms are 
more evident at low agonist concentrations than at high 
agonist concentrations[28]. Changes in the anti-inflamma-
tory cytokine IL-10 paralleled those observed in IL-6 and 
can be explained as a compensatory mechanism to at-
tenuate the effects of  this pro-inflammatory cytokine[23].

Previous studies in non-cirrhotic populations have 
reported contradictory results about the relationship 
between TLR4 D299G and T399I polymorphisms and 
immune response[15,16,18,26,29-32], as hypo-[16,26], normo-[29-32] 
and also hyper-responsiveness[29] have all been associated 
with these polymorphisms. These contradictory findings 
can be attributed to differences between the studies, such 
as the characteristics and status of  patients or cells evalu-

6 December 14, 2014|Volume 20|Issue 46|WJG|www.wjgnet.com

Table 4  Increment in cytokine production expressed as stimulated/spontaneous production fold 

change in patients with cirrhosis and TLR4 polymorphisms and wild-type patients

Polymorphisms (n  = 9) Wild-type (n  = 10) P  value

Increment TNF-α after LPS 5.3 (1.0-17.4)   3.8 (1.1-17.0)    0.280
Increment TNF-α after LTA 6.5 (1.2-14.4) 2.7 (0.2-5.1)    0.040
Increment IL-6 after LPS   26.0 (14.7-189.9)   3.3 (1.1-17.0) < 0.001
Increment IL-6 after LTA   35.2 (15.4-183.6)   3.0 (1.2-25.6) < 0.001
Increment IL-10 after LPS 37.8 (9.3-185.1)     6.3 (0.5-143.9)    0.006
Increment IL-10 after LTA 32.0 (11.3-70.4)   3.7 (1.0-23.7)    0.002

TNF-α: tumour necrosis factor-alpha; LPS: lipopolysaccharide; LTA: lipoteichoic acid; IL: Interleukin.

Table 5  Spontaneous and stimulated cytokine production by peripheral blood cells in patients with 

cirrhosis not treated with norfloxacin

Polymorphisms (n  = 4) Wild-type (n  = 6) P  value

Spontaneous TNF-α (pg/mL)       464.3 (223.6-3920.1) 813.1 (591-1573)  0.25
TNF-α after LPS (pg/mL)     3166 (931.8-5078)  2936 (1272-4547)  0.76
TNF-α after LTA (pg/mL)    2766 (2291-4798)   1927 (241.3-4455)  0.17
Spontaneous IL-6 (pg/mL)       699.4 (320.8-1145.6)       5540 (1538-26053.9) < 0.001
IL-6 after LPS (pg/mL)      27880 (19100-30070)    29000 (24960-32670)  0.47
IL-6 after LTA (pg/mL)      29660 (27970-30290)  29860 (3269-32170)  1.00
Spontaneous IL-10 (pg/mL) 13.2 (6.5-39.1) 135.6 (36.2-318.1)  0.02
IL-10 after LPS (pg/mL) 949.5 (655-1474)   1467 (334.5-2100)  0.35
IL-10 after LTA (pg/mL) 606.8 (376-1234)  897.6 (86.66-1530)  0.91

TNF-α: tumour necrosis factor-alpha; LPS: lipopolysaccharide; LTA: lipoteichoic acid; IL: Interleukin.



ated, stimulation protocols and the doses of  ligands used, 
and interactions between several coincident polymor-
phisms[15,18,28,29]. For example, in the Dogon population, 
the TLR4 D299G polymorphism is usually observed 
without the T399I polymorphism, and it has been associ-
ated with a higher TNF-α production after LPS stimu-
lation than in wild-type individuals[29]. In Caucasians, 
however, the D299G polymorphism is almost always 
associated with the T399I polymorphism, and these two 
polymorphisms are associated with a TNF-α production 
after LPS stimulation that is similar to that in wild-type 
individuals[29]. To our knowledge, no studies have previ-
ously evaluated the influence of  TLR4 D299G or T399I 
polymorphisms on peripheral blood cell function in the 
complex immunological setting of  patients with cirrhosis. 

Antibiotic treatment can influence the function of  
immune cells by decreasing bacterial translocation[5,22,33]. 
To avoid this confounding factor, we further analyzed 
patients without prophylactic norfloxacin separately. We 
found that patients with TLR4 polymorphisms presented 
lower spontaneous IL-6 production than wild-type pa-
tients, as observed in the whole series.

The influence of  genetic factors in the evolution 
of  patients with liver diseases is currently gaining inter-
est[19-20,34-36]. The different cytokine production profile 
observed in our patients could help to explain some asso-
ciations between TLR4 polymorphisms and the develop-
ment of  complications in cirrhosis. The lower spontane-
ous pro-inflammatory cytokine production in our study 
reflects a less marked basal pro-inflammatory state in vivo 
in patients with TLR4 D299G and/or T399I polymor-
phisms than in wild-type patients. This finding could be 
related to the predisposition of  patients with these TLR4 
polymorphisms to develop bacterial infections[14,15,19], 
but it could also explain the protective effect of  TLR4 
polymorphisms against progression of  liver disease[19,20]. 
The inflammatory response has been increasingly im-
plicated in the development of  hepatic encephalopathy, 
and it is now considered that inflammation acts syner-
gistically with ammonia toxicity in the pathogenesis of  
this complication[9-11]. Moreover, as we also observed in 
the present study, infection is a main triggering factor of  
hepatic encephalopathy[9-11]. The different cytokine pro-
duction profile observed in our study suggests that cir-
rhotic patients with TLR4 polymorphisms may show in 
vivo a greater difference between basal and stimulated (i.e. 
during bacterial infection[1-5,37]) cytokine production than 
wild-type patients. This higher cytokine production gradi-
ent in TLR4 polymorphisms patients could be related to 
their predisposition to develop hepatic encephalopathy, 
as has been observed here and in a previous study with a 
higher number of  patients[19]. 

Our study has certain limitations. The first is the small 
number of  patients studied and their heterogeneity, as 
etiologies of  cirrhosis were diverse and some patients 
were on norfloxacin treatment. It was difficult to recruit a 
larger, more homogeneous series of  patients because the 
prevalence of  TLR4 D299G and T399I polymorphisms 

is only about 10% of  the population[14,15,19]. Besides, we 
found that our results were similar when we analyzed 
only patients without antibiotic treatment. Furthermore, 
the etiology was related to alcohol and/or hepatitis C 
virus in most patients in both groups. Previous studies 
have shown that the presence of  hepatitis C virus ap-
pears to have no relevant effects on the cytokine produc-
tion evaluated in the present study[38,39]. A second limita-
tion is that we determined cytokine production in whole 
blood cell cultures. This is a physiological model to study 
the overall peripheral immune response ex vivo[29,31,40], but 
it is unable to identify the subsets of  cells responsible for 
the different cytokine production profile. And third, the 
relationship between a higher cytokine production gradi-
ent and the development of  hepatic encephalopathy in 
patients with TLR4 polymorphisms is only speculative 
because no data were available on cytokine production 
during hepatic encephalopathy episodes. 

In conclusion, spontaneous IL-6 and IL-10 pro-
duction was lower in patients with cirrhosis and TLR4 
D299G and/or T399I polymorphisms than in wild-type 
patients. Furthermore, the production of  IL-6, TNF-α 
and IL-10 after TLR stimulation was similar in patients 
with TLR4 polymorphisms and in wild-type patients. This 
different pattern of  cytokine production could play a role 
in the development of  complications, such as hepatic en-
cephalopathy, in patients with these polymorphisms.
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Instituto de Salud Carlos III, Madrid, Spain

RECEIVED MARCH 15, 2015; REVISED JUNE 9, 2015; ACCEPTED JUNE 23, 2015. DOI: 10.1189/jlb.3AB0315-106R

ABSTRACT

An ascitic microenvironment can condition the immune

response of cells from cirrhotic patients with spontane-

ous bacterial peritonitis. To characterize this response,

we determined the cytokine concentrations in ascitic

fluid and analyzed the phenotype and function of ascitic

leukocytes at diagnosis and after antibiotic-induced

resolution in sterile ascites and ascitic fluid of 2 sponta-

neous bacterial peritonitis variants: positive and negative

bacteriological culture. At diagnosis, a high concentra-

tion was found of IL-6 and IL-10 in the ascitic fluid from

negative and positive bacteriological culture. The IL-6

concentration correlated with the percentage of neu-

trophils (R = 0.686, P , 0.001). In this context, positive

and negative culture neutrophils had an impaired oxida-

tive burst, and, after the antibiotic, the negative culture

spontaneous bacterial peritonitis burst was fully recov-

ered. Higher concentrations of IL-6 and IL-10 correlated

with the presence of low granular CD 14low macrophages

(R = 20.436, P = 0.005 and R = 0.414, P = 0.007,

respectively). Positive culture spontaneous bacterial

peritonitis macrophages expressed the lowest levels of

CD16, CD86, CD11b and CD206, and HLA-DR, suggest-

ing an impaired global function. Treatment increased all

markers on the positive culture macrophages and CD11b

and CD86 on negative culture macrophages. In negative

culture spontaneous bacterial peritonitis, this increase

was accompanied by phagocytic function recovery.

The antibiotics then reverted the marker levels on

positive and negative culture macrophages to the levels

on sterile ascitis macrophages and restored ascitic

negative culture cell function. J. Leukoc. Biol.

98: 000–000; 2015.

Introduction

SBP is among the most severe complications arising in patients
with cirrhosis [1]. SBP originates when viable bacteria cross
the intestinal wall in a process known as bacterial translocation.
After crossing the intestinal wall, bacteria reach the mesenteric
lymph nodes and enter the systemic circulation and ascitic
fluid [2].
SBP is an infection of initially sterile ascitic fluid. SA is defined

when the neutrophil counts are ,250 cells/mm3 and the
bacteriological culture is negative at the moment of paracentesis.
Peritoneal infection causes an inflammatory reaction that
increases the number of PMNs in ascitic fluid. Two criteria are
required for a PosC-SBP diagnosis: the number of PMNs in the
ascitic fluid must exceed 250 cells/mm3 and a germ must be
isolated from the bacteriological cultures [3]. Approximately
50% of patients with .250 PMNs/mm3 will have a negative
culture [4]. This situation is known as NegC-SBP. Because NegC-
SBP and PosC-SBP have similar clinical and prognostic
characteristics, the current treatments for both diagnoses are
identical [1].
SBP resolution is associated with the disappearance of systemic

and local symptoms and signs of infection: a reduction of the
PMN count in the ascitic fluid (,250 cells/mm3) and a negative
ascitic fluid culture. When the infection is not resolved, the
mortality rate is high [5, 6]. An assessment of the immune
response during the course of the infection will help recognize
treatment failure as early as possible.
We hypothesized that the immune response during SBP is

created by soluble inflammatory mediators present in the ascitic
fluid of patients with cirrhosis. Altered soluble mediators could
then be associated with a characteristic inflammatory response
induced by ascitic neutrophils and macrophages. This response is
initiated after the recognition of pathogens through TLRs and
mostly consists of phagocytosis and an oxidative burst. TLR
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activation then triggers the release of inflammatory mediators,
including IL-1, IL-6, IL-12, IL-10, and TNF-a [7, 8]. Accordingly,
the potential role of innate immune cells in SBP can be
determined by examining the cellular phenotype, function
capability, and cytokine response profile at the moment of
bacterial infection. It has been reported that in the presence of
bacterial DNA, peritoneal macrophages synthesize higher
amounts of NO than macrophages without bacterial DNA. In
addition, the presence of bacterial DNA has been associated with
a marked activation of cytokine synthesis implicated in the
inflammatory immune response and poor clinical outcomes
[9, 10].
In the present study, we compared the inflammatory content

in the ascites of patients with SA, PosC-SBP, and NegC-SBP. For
this purpose, we first analyzed TNF-a, IL-6, and IL-10 levels. We
then studied the association of each cytokine level with the
cellular composition and function. Finally, we analyzed the
expression of surface markers on macrophages in the ascitic
fluid. Macrophage markers were selected according to their
contribution to innate immune mechanisms such as antigen
presentation (HLA-DR), phagocytosis (CD64, CD16),
scavenger function (CD36, CD163), and activation (CD86,
CD11b) [11, 12]. Because the immune response of patients with
SBP after treatment is still poorly understood, we compared the
phagocytosis, oxidative burst, and marker expression of ascitic
monocytes in PosC-SBP and NegC-SBP before and after
antibiotic treatment.

MATERIALS AND METHODS

Patients
We collected ascitic fluid samples by paracentesis from 19 cirrhotic patients
with SBP. SA fluid was collected from 9 patients who had cirrhosis and
refractory ascites requiring paracentesis. SA was diagnosed when the ascitic
PMN count was ,250 cells/mm3 and the bacterial culture was negative. SBP
was diagnosed when the ascitic PMN count was $250 cells/mm3 and the
bacterial culture was positive or negative (PosC-SBP or NegC-SBP,
respectively). The ascitic fluid from SBP patients was collected at admission
and on the fifth day of antibiotic treatment. The ethics committee at the
institution approved the study protocol, and all patients provided written
informed consent to be included in the present study.

Cell isolation from ascitic fluid samples and flow
cytometry analysis
The ascitic fluid samples (10 ml) from patients with SA, NegC-SBP, or
PosC-SBP were centrifuged at 2000 rpm for 10 min, and the supernatants
were frozen for cytokine detection. The cells were collected from the
pellet, washed with PBS, and counted for the phenotyping and functional
assays. For flow cytometry analysis, 0.5 3 106 cells were stained in 100 ml
with anti-CD14 PEDy647 and anti-CD16 FITC (ImmunoTools, Friesoythe,
Germany), anti-CD11b, anti-CD86, anti-CD36 PE, anti-CD163 PE, anti-CD206,
and anti-CD64 (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) or the respective
isotype control. The red blood cells were then lysed, and the white blood
cells were fixed using the TQ-Prep System (Coulter Corp., Miami, FL, USA) to
be analyzed by flow cytometry. The granularity (SSC) and the surface
expression of the markers were analyzed on ascitic CD14+ macrophages.
Analyses were performed on a Beckman Coulter FC500 cytometer
(Beckman Coulter, Jersey City, NJ, USA). The percentage of positive CD16,
CD163, and CD206 cells (percentage of cells) and the MFI of CD14, CD64,

CD86, CD11b, HLA-DR, and CD36 were calculated using CXP Analysis
software, version 2.2 (Beckman Coulter).

Production of reactive oxidants
To determine the percentage of neutrophils or monocytes that produce
reactive oxidants, 105 ascitic fluid cells were incubated for 20 min either with
200 ng/ml PMA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) or without stimulus at
37°C. The formation of reactive oxidants was monitored by the oxidation of
dihydrorhodamine 123 (Sigma-Aldrich) to rhodamine by flow cytome-
try (MFI).

Phagocytosis assay
Phagocytosis was measured using FITC-labeled Escherichia coli bacteria (K-12
strain) BioParticles, Alexa Fluor 488 conjugate (Invitrogen, Eugene, OR,
USA). In brief, 2 3 105 cells from ascitic fluid were mixed with 20 ml of FITC-
labeled E. coli bacteria (1 3 107) at 37°C for 2 h. To identify the macrophages,
the cells were stained with anti-CD14-PEDy647. Phagocytosis was expressed as
the MFI of FITC, corresponding to the number of labeled bacteria engulfed
by a single cell.

Cytokine and total NO levels
Ascitic fluid samples were tested for TNF-a, IL-10 (BD Pharmingen, San
Diego, CA, USA), IL-6 (ImmunoTools, Friesoythe, Germany), and total NO
concentrations (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) using specific ELISAs.
The limits of detection were 30 pg/ml for TNF-a and IL-10, 10 pg/ml for IL-6,
and 3.2 mM for total NO.

Statistical analysis
Comparisons between groups were performed using the Mann-Whitney
U test for unpaired data and the Wilcoxon test for paired data. The
correlations were analyzed using the Spearman test. P , 0.05 was considered
statistically significant. The data are expressed as the mean 6 standard error
the mean.

RESULTS AND DISCUSSION

Cytokine and NO levels in ascitic fluid from PosC-SBP,
NegC-SBP, and SA patients
We analyzed the concentration of IL-10, IL-6, and TNF-a in the
ascitic fluid of PosC-SBP and NegC-SBP patients before and after
treatment and SA patients (Fig. 1). No significant differences
were seen in the TNF-a levels among the 3 groups of patients at
diagnosis (PosC-SBP 39.65 6 6.05 pg/ml; NegC-SBP 35.40 6 7.81
pg/ml; SA 37.87 6 7.46 pg/ml). After treatment, the TNF-a
levels tended to decrease in NegC-SBP and were significantly
reduced in PosC-SBP (PosC-SBP 25.27 6 7.25 pg/ml, P = 0.02;
NegC-SBP 30.05 6 7.85 pg/ml). Before treatment, the IL-6 levels
in PosC-SBP and NegC-SBP were expectedly higher than those in
SA (PosC-SBP 17,608 6 3123 pg/ml; NegC-SBP 10,165 6 2084;
SA 2068 6 586 pg/ml; PosC-SBP vs. SA, P , 0.001; NegC-SBP vs.
SA, P = 0.002). SBP has already been associated with an elevated
production of inflammatory mediators in several reports [13].
Consequently, the elevated levels of IL-6 and its mediators have
been considered markers for the diagnosis of SBP and the
outcome of the disease [14, 15]. After treatment, the IL-6 levels
had diminished in PosC-SBP and NegC-SBP, reaching levels
similar to those of SA (after treatment PosC-SBP 25476 738 pg/ml;
after treatment NegC-SBP 3764 6 1871 pg/ml; before vs. after
treatment PosC-SBP, P = 0.001 and NegC-SBP, P = 0.01).
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At diagnosis, the IL-10 levels were significantly higher in PosC-
SBP and NegC-SBP than in SA [PosC-SBP 2.30 6 0.13, NegC-SBP
2.56 6 0.14, SA 1.37 6 0.10 log(pg/ml); PosC-SBP vs. SA,
P , 0.001; NegC-SBP vs. SA, P , 0.001]. They had diminished in
both groups after treatment [PosC-SBP 1.91 6 0.16, NegC-SBP
1.87 6 0.23 log(pg/ml); before vs. after treatment PosC-SBP,
P = 0.05; before vs. after treatment NegC-SBP, P = 0.01].
The IL-10 and IL-6 levels correlated positively (R = 0.427,

P = 0.007; Fig. 1B) This correlation could be the consequence of
the IL-10 induction by IL-6 [16]. Elevated levels of both cytokines
have been previously described in patients with noninfected
ascites and with SBP [17]. In patients with chronic hepatitis C,
the serum levels of both cytokines have been correlated with the
histopathological damage to the liver [18].
As expected, the NO levels in the ascitic fluid were significantly

higher in PosC-SBP than in SA at diagnosis (SA 62.29 6 5.86 vs.
PosC-SBP 77.8 6 9.1 mM; P = 0.001; NegC-SBP 85.2 6 12.8 mM).
After antibiotic treatment, the NO concentration had increased
significantly in both PosC-SBP and NegC-SBP (PosC-SBP 99.37 6
8.5 mM; NegC-SBP 153 6 23.7 mM; P , 0.001 and P = 0.03,
respectively; Fig. 1C).

Association of IL-6 levels with neutrophil presence
The IL-6 levels correlated significantly with the percentage of
neutrophils in the ascitic fluid (R = 0.686, P , 0.001; Fig. 2A). As

expected, the percentage of neutrophils was significantly higher
in PosC-SBP and NegC-SBP than in SA (PosC-SBP 75.446 6.14%,
NegC-SBP 61.25 6 5.20%, SA 8.42 6 2.09%; PosC-SBP vs. SA,
P , 0.001; NegC-SBP vs. SA, P , 0.001; Fig. 2B). This finding can
be explained by the IL-6 production of recently recruited neutro-
phils in PosC-SBP [19]. In recent studies, IL-6 was also shown to
suppress neutrophil apoptosis via a platelet-activating factor-like
mechanism [20, 21]. Other reports showed that IL-6 represents
a regulator of neutrophil trafficking during the inflammatory
response, because it orchestrates chemokine production [22].
After antibiotic treatment, the percentage of neutrophils de-
creased significantly in PosC-SBP (27 6 88%, P , 0.001) and
NegC-SBP (15.676 5.63%, P = 0.002; Fig. 2B). Despite the higher
percentage of neutrophils in PosC-SBP and NegC-SBP, these cells
in both groups had an impaired oxidative burst (MFI 12.08 6
3.75 and 11.106 4.2, respectively) compared with SA neutrophils
(33.65 6 7.35; P = 0.04 and P = 0.03, respectively; Fig. 2C and D).
After treatment, the oxidative burst of neutrophils from NegC-
SBP, but not from PosC-SBP, increased significantly (35.85 6
7.27), reaching levels similar to SA.

Association of cytokine levels with macrophage
phenotype and function
The influence of the elevated cytokine concentrations was not
limited to neutrophils. The phenotype and function of

Figure 1. Cytokine levels and NO in the ascitic fluid. The levels of TNF-a, IL-6, IL-10, and total NO in ascitic fluid of cirrhotic patients with sterile ascites
(SA, n = 9), NegC-SBP (n = 8), and PosC-SBP (n = 11) at diagnosis and after antibiotic treatment were quantified by ELISA. The Mann-Whitney U test was
used for comparisons between the SA and 2 SBP groups and the Wilcoxon test for the comparisons between the same group before and after treatment.
Correlation between cytokine levels was analyzed using the Spearman test.
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macrophages of the ascitic fluid from patients with cirrhosis was
also associated with the IL-6 and IL-10 levels. The IL-10 levels
correlated with the presence of ascitic macrophages with low
granularity (low SSC; R = 20.414, P = 0.007; Fig. 3A). The ascites
from the NegC-SBP and PosC-SBP patients had significantly
more macrophages with low SSC than did those from SA patients
(percentage of PosC-SBP, 79.70 6 6.07%; percentage of NegC-
SBP, 79.81 6 4.84%, and percentage of SA, 58.10 6 6.87%; PosC-
SBP vs. SA, P = 0.03; NegC-SBP vs. SA, P = 0.02; Fig. 3B). It is
possible that the production of IL-6 by resident macrophages
precedes the production of IL-10 and the recruitment of
peripheral blood neutrophils and monocytes with low granularity
[23]. After treatment, the percentage of low SSC macrophages in
PosC-SBP and NegC-SBP was similar to that of SA (PosC-SBP
68.68 6 5.85%, NegC-SBP 59.66 6 7.48%). Macrophages from
NegC-SBP and PosC-SBP also had a lower expression of CD14 on
the cell surface (measured as MFI) than did macrophages from
SA (Fig. 3B). PosC-SBP macrophages in our study showed the
lowest expression of CD14 and cellular complexity, comparable
in expression to peripheral blood monocytes. According to the

previously reported events during infection in PosC-SBP, it is
possible that induced chemokines and hemodynamic derange-
ment facilitate the recruitment of circulating monocytes to ascitis
[13, 24, 25]. This CD14 expression on the macrophages of ascitic
fluid correlated inversely with the IL-6 levels (R = 20.436,
P = 0.005; Fig. 3C). We next found that differences in CD14
expression were accompanied by changes in macrophage
function. The particular ascitic fluid environment then induced
a specific phenotype—and consequent function—of macro-
phages. A strong correlation was observed between CD14
expression and phagocytosis (R = 0.841, P , 0.001). Macrophages
from PosC-SBP and NegC-SBP ascites, predominantly with
CD14low expression, had an impaired phagocytosis (MFI 26.67 6
10.75 and 31.816 4.26, respectively). A direct consequence of this
phenotype is the poor bactericidal capacity of PosC-SBP macro-
phages [26, 27] and the tolerant state of the macrophages. After
treatment, phagocytosis of macrophages from NegC-SBP in-
creased, reaching levels similar to that of SA macrophages (NegC-
SBP 84.73 6 25.04, PosC-SBP 36.41 6 13.89, SA 74.27 6 2.79; Fig.
3D). However, the phagocytosis of macrophages from PosC-SBP

Figure 2. Neutrophil percentages and function in SA (n = 9), NegC-SBP (n = 8), and PosC-SBP (n = 11). (A) Correlation between IL-6 concentration and
neutrophil percentages in SA and SBP (Spearman correlation). (B) Neutrophil percentages in ascitic fluid from patients with SA, NegC-SBP, and
PosC-SBP at diagnosis and after antibiotic treatment. (C) Oxidative burst activity in neutrophils of the ascitic fluid from patients with SA, NegC-SBP,
and PosC-SBP. The Mann-Whitney U test was used for the comparisons between the SA and 2 SBP groups and the Wilcoxon test for the comparison
between the same group before and after treatment. (D) Flow cytometry dot plots with the cellular morphology (SSC-A and forward light scatter
[FSC]-A) identifying the 3 major subpopulations of leukocytes and histograms with rhodamine. MFI expression (oxidative burst measure) of gated
neutrophils from 3 representative patients with SA, NegC-SBP, and PosC-SBP at diagnosis.
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did not increase. In this context, bacteria in the ascitic fluid cannot
be easily destroyed, and PosC-SBP patients have a high pre-
disposition to ascitic fluid infection recurrence [28].

Phenotypic profile of ascitic macrophages
To fully understand the capability of ascitic macrophages from
PosC-SBP, NegC-SBP, and SA, we analyzed the surface markers
involved in activation (CD64, CD16, and CD86), adhesion
(CD11b), antigen presentation (HLA-DR), and scavenger
receptors (CD36, CD163, and CD206) by flow cytometry (Fig. 4
and Supplemental Figs. 1 and 2). Macrophages were gated
according to CD14+ expression (Supplemental Fig. 1). The levels
of CD11b and CD86 were significantly lower in NegC-SBP and
PosC-SBP than in SA macrophages (for MFI of CD11b, PosC-SBP
5.05 6 0.75 and NegC-SBP 5.76 6 1.19 vs. SA 9.76 6 1.22;
P = 0.005 and P = 0.04, respectively; for MFI of CD86, PosC-SBP
1.346 0.16 and NegC-SBP 1.596 0.31 vs. SA 3.066 0.32; P = 0.003
and P = 0.01, respectively). The levels of HLA-DR, CD16, and
CD206 were significantly lower in PosC-SBP than in SA (for MFI
of HLA-DR, PosC-SBP 6.35 6 0.84 vs. SA 16.46 6 1.85; P , 0.001;
for the percentage of CD16+ cells: PosC-SBP 52.57 6 8.06 vs. SA
81.85 6 6.20; P = 0.01; for the percentage of CD206+ cells, PosC-
SBP 32.37 6 8.59 vs. SA 66.58 6 6.52; P = 0.01). The levels of

CD64, CD36, and CD163 were similar in the 3 groups of patients
at diagnosis. The expression of surface markers on macrophages
from SA was compatible with the phenotype of resident macro-
phages of the peritoneal cavity. High HLA-DR expression
confirmed that these macrophages are fully competent APCs.
The marker expression of PosC-SBP, with low levels of HLA-DR,
CD11b, CD16, and CD86, suggests an impaired ability for antigen
presentation, phagocytosis, and adhesion [29]. A similar low
HLA-DR expression has recently been described on ascitic
macrophages from patients with NegC-SBP, and it has been
associated with a high bacterial DNA burden [9].
After treatment, the levels of CD86 increased significantly

(PosC-SBP 2.50 6 0.36 and NegC-SBP 2.74 6 0.33; P = 0.01 and
P = 0.03, respectively), reaching levels similar to those of SA.
Treatment significantly increased the levels of HLA-DR, CD16,
and CD206 on PosC-SBP macrophages (MFI 23.98 6 4.45%,
P = 0.01; 70.34 6 4.79%, P = 0.01; 76.23 6 9.90%, P = 0.05,
respectively). In PosC-SBP, the CD64 and CD36 had significantly
increased after antibiotic treatment (CD64 before 2.44 6 0.31
and after 3.826 0.61, P = 0.03; CD36 before 3.046 0.39 and after
5.34 6 0.49, P = 0.01). We showed that by eliminating bacteria
with antibiotics, the phenotype, but not the function, of ascitic
macrophages in PosC-SBP can be switched to a steady state. Many

Figure 3. Macrophage phenotype, morphology, and function in SA (n = 9), NegC-SBP (n = 8), PosC-SBP (n = 11). (A) Correlation between IL-10
concentration and morphology (SSC) of macrophages (Spearman correlation). (B) Percentages of macrophages with low granularity (measured as SSC)
in ascitic fluid of patients at diagnosis and after antibiotic treatment. The Mann-Whitney U test was used for the comparisons between SA and the
2 SBP groups and the Wilcoxon test for the comparisons between the same group before and after treatment. Representative flow cytometry contour plot
of ascitic macrophages from patients with SA, NegC-SBP, and PosC-SBP. Plot shows SSC on the X-axis (morphology parameter corresponding to
cellular granularity) and CD14 expression on the Y-axis. (C) Correlation between IL-6 and CD14 expression (MFI) on macrophages of ascitic fluid.
(D) Phagocytic activity expressed as MFI in the macrophages of ascitic fluid from patients. The Mann-Whitney U test was used for the comparisons
between the SA and 2 SBP groups and the Wilcoxon test for the comparisons between the same group before and after treatment.
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changes can be induced by this antibiotic therapy. Antibiotics
decrease the circulating endotoxin levels and the presence of
viable bacteria, regulate the production of inflammatory
mediators [30], and prevent episodes of recurrent SBP and other
bacterial infections [31–33]. Many of these changes might
influence the phenotype of ascitic macrophages. Our findings,
along with those of others, suggest that antibiotics have different
consequences depending on the presence or absence of viable
bacteria in the SBP. This treatment can fully restore the
functional status of neutrophils and macrophages from NegC-
SBP but not from PosC-SBP. Several nonexclusive models could
explain the different behavior between NegC-SBP and PosC-SBP.
One possibility is that the stage of macrophages in NegC-SBP and
PosC-SBP differs at SBP diagnosis. If left untreated, one third of
NegC-SBP patients can have positive microbial test findings,
suggesting that NegC-SBP macrophages at diagnosis are at an
earlier infection phase [34]. A second possibility is that the
presence of more viable bacteria in PosC-SBP than in NegC-SBP
requires longer antibiotic treatment to completely clear the
infection. A recent study observed that infectious stimuli induce
a functional switch in the macrophages of the peritoneum [35].
Despite the lack of viable bacteria in NegC-SBP, ascites from
these patients could contain bacterial fragments. One recent
study detected bacterial DNA by RT-PCR in NegC-SBP [36, 37],
and this DNA can effectively activate cells [10]. However,
bacterial fragments and viable bacteria are not necessarily
equivalent at the level of macrophage activation. A third
possibility is that, even in the absence of viable bacteria or their
products, the presence of particular inflammatory mediators in
the ascitic fluid of NegC-SBP and PosC-SBP modulate macro-
phage phenotype distinctly [38]. We are currently studying other
soluble factors that could contribute to the differences between
NegC-SBP and PosC-SBP at the end of treatment.

Our results suggest that regular phenotyping and an extensive
analysis of the immune state of macrophages and neutrophils
from the ascitic fluid could help to further understand the
pathophysiological events in ascitic fluid infection and to
optimize the treatment of these patients.
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Figure 4. Phenotype of macrophages in SA (n = 9), NegC-SBP (n = 8), and PosC-SBP (n = 11) by flow cytometry. Ascitic macrophages were gated based on
CD14+ expression. They were also stained with monoclonal antibodies anti-CD16, anti-CD64, anti-CD86, anti–HLA-DR, anti-CD11b, anti-CD206, anti-
CD36, and anti-CD163. The results are expressed as the percentage of cells for CD16, CD163, and CD206 and as the MFI for CD64, CD86, CD11b, HLA-
DR, and CD36. The Mann-Whitney U test was used for the comparisons between the SA and SBP groups and the Wilcoxon test for the comparisons
between the same group before and after treatment.

6 Journal of Leukocyte Biology Volume 98, November 2015 www.jleukbio.org

http://www.jleukbio.org


REFERENCES
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Supplem. Figure 1 . Gating strategy for the phenotype analysis of macrophages in SA, NegC-SBP and 

PosC-SBP by flow cytometry. Three representative images of the dot plot representation of ascitic 

leukocytes according to CD14 expression and SSC (granularity). For the analysis of each marker, cells in 

gate A were selected. 

 

 

 

 

 

 



 

Supplem. Figure 2. Phenotype of macrophages in SA, NegC-SBP and PosC-SBP. Ascitic leukocytes were 

stained with anti-CD16, CD64, HLA-DR, CD86, CD11b, CD206, CD36 and CD163 and gated according to 

CD14+ expression (gate A in Supplem. Figure 1) for the flow cytometry analysis. Representative 

histograms of macrophages from SA, NegC-SBP and PosC-SBP were shown. 
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Abstract
Background & Aims: Probiotics can prevent pathological bacterial transloca-
tion in cirrhosis by modulating intestinal microbiota and improving gut bar-
rier and immune disturbances. To evaluate the effect of probiotic VSL#3 on
bacterial translocation, intestinal microbiota, gut barrier and inflammatory
response in rats with experimental cirrhosis. Methods: Forty-six Sprague-
Dawley rats with CCl4-induced cirrhosis were randomized into two groups:
VSL#3 group (n = 22) that received VSL#3 in drinking water, and water
group (n = 24) that received water only. Treatment began at week 6 of cir-
rhosis induction and continued until laparotomy, performed 1 week after
development of ascites or at week 20. A control group included 11 healthy
rats. At this study end, we evaluated bacterial translocation, intestinal flora,
intestinal barrier (ileal claudin-2 and 4, b-defensin-1, occludin and malondi-
aldehyde as index of oxidative damage) and serum cytokines. Results: Mor-
tality during this study was similar in the VSL#3 group (10/22, 45%) and the
water group (10/24, 42%) (P = 1). The incidence of bacterial translocation
was 1/12 (8%) in the VSL#3 group, 7/14 (50%) in the water group (P = 0.03
vs. VSL#3 group) and 0/11 in the control group (P = 0.008 vs. water group).
The concentration of ileal and caecal enterobacteria and enterococci was sim-
ilar in the two groups of cirrhotic rats. The ileal occludin concentration was
higher and ileal malondialdehyde and serum levels of TNF-a were lower in
the VSL#3 group than in the water group (P < 0.05). Conclusions: VSL#3
decreases bacterial translocation, the pro-inflammatory state and ileal oxida-
tive damage and increases ileal occludin expression in rats with experimental
cirrhosis.

Bacterial translocation is defined as the passage of gut
bacteria and/or bacterial products through the intestinal
barrier to mesenteric lymph nodes (1). Pathological bac-
terial translocation is considered to play a key role in
cirrhosis, not only in the development of bacterial infec-
tions but also in the pro-inflammatory state, which in
turn is related to other complications of the disease,
such as ascites, renal failure, hepatic encephalopathy or

variceal bleeding (2–4). The mechanisms proposed to
explain the increased bacterial translocation in cirrhosis
include intestinal bacterial overgrowth, impairment in
the intestinal barrier and alterations in immune
defences (1–3).

Several strategies have been tested to prevent bacte-
rial translocation in rats with experimental carbon tet-
rachloride (CCl4)-induced cirrhosis and a high efficacy
has been observed with antibiotics (2, 3, 5, 6). How-
ever, antibiotics favour the development of bacterial
resistance, especially when administered for long*Both authors contributed equally to the study.

Liver International (2014)
© 2014 John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Ltd 1

Liver International ISSN 1478-3223



periods of time (7). Therefore, alternative measures
have been suggested, including beta-blockers (8), bile
acids (9), prokinetics (10), antioxidants (11) and pro-
biotics (6, 11). Probiotics are living organisms that
produce a beneficial effect to the host when adminis-
tered in a sufficient amount (12). Probiotics can pre-
vent bacterial translocation by decreasing intestinal
bacterial overgrowth and improving intestinal barrier
and immune disturbances (13–15). Previous studies
have evaluated Lactobacillus GG (6) and Lactobacillus
johnsonii La1 (16) in rats with CCl4-induced cirrhosis
and Lactobacillus acidophilus in rats with portal vein
ligation (17), but they have failed to show a benefit in
bacterial translocation.

However, not all probiotics have the same effect in a
given clinical or experimental situation (12–15). In addi-
tion, there is increasing evidence that the combination
of several probiotics can have a more marked effect than
a single strain (12–14, 18, 19). VSL#3 is a probiotic prep-
aration that contains a mixture of eight different species
of live bacteria (mainly lactobacilli and bifidobacteria). It
has been shown to improve the intestinal barrier in sev-
eral experimental models (20–22) and to be useful in the
management of patients with inflammatory bowel dis-
ease (12, 13). VSL#3 decreased fibrosis in an experimen-
tal model of non-alcoholic steatohepatitis in mice (23)
and improved liver function tests, pro-inflammatory
cytokines and oxidative damage in patients with several
liver diseases in a non-controlled study (19). Moreover,
two randomized trials have shown that VSL#3 prevents
hepatic encephalopathy in patients with cirrhosis (24,
25). However, the effect of VSL#3 on bacterial transloca-
tion has not yet been tested in experimental cirrhosis.

The aim of this study was to evaluate the effect of
VSL#3 on bacterial translocation, intestinal flora, intes-
tinal barrier and inflammatory response in rats with
CCl4-induced cirrhosis.

Material and methods

Animals

Male Sprague-Dawley rats were included in this study.
Rats were individually caged at a constant room temper-
ature of 21°C and exposed to a 12:12 light/dark cycle.
They were allowed free access to water and rat chow.
This study was approved by the Animal Research Com-
mittee at the Institut de Recerca of Hospital de la Santa
Creu i Sant Pau (Barcelona, Spain) and by the Departa-
ment 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.

Induction of cirrhosis

Cirrhosis was induced as previously described by Run-
yon et al. (26). Rats weighing 100–120 g were fed

standard rodent chow (A04, SAFE, Augy, France) and
treated with 1.5 mM/L phenobarbital (Luminal, Kern
Pharma S.L., Barcelona, Spain) in drinking water
throughout this study. When rats reached a weight of
200 g, weekly doses of CCl4 (Sigma-Aldrich Qu!ımica
S.L., Tres Cantos, Madrid, Spain) were given intragastri-
cally using a sterile pyrogen-free syringe (KD Medical
GMBH Hospital, Berlin, Germany) with an attached
stainless steel animal feeding tube (Popper and Sons,
New Hyde Park, NY, USA), without anaesthesia. The
first dose of CCl4 was 20 ll and subsequent doses were
adjusted based on weight changes 48 h after the last
dose, as previously reported (27).

Experimental design

At 6 weeks of induction of cirrhosis, animals were ran-
domized to be treated with VSL#3 in drinking water
(VSL#3 group) or drinking water alone (water group)
until laparotomy was performed. A control group of
non-cirrhotic rats receiving drinking water was also
included. Mortality and ascites development during this
study were recorded. Laparotomy was performed in cir-
rhotic rats 1 week after development of ascites con-
firmed by paracentesis or at 20 weeks of induction of
cirrhosis if rats had not developed ascites. The moment
to perform the laparotomy in control rats was decided
by matching with cirrhotic rats.

VSL#3 administration

VSL#3 is a probiotic mixture of eight strains, namely
Streptococcus thermophilus DSM 24731, bifidobacteria
(B. breve DSM 24732, B. longum DSM 24736 and B.
infantis DSM 24737) and lactobacilli (L. paracasei DSM
24733, L. acidophilus DSM 24735, L. delbrueckii spp. bul-
garicus DSM 24734 and L. plantarum DSM 24730).
VSL#3 was provided by VSL Pharmaceuticals Inc., Tow-
son, MD, USA, as lyophilized powder in sachets, each
containing 3 g and 900 9 109 bacteria. Sachets were
diluted in drinking water (23). The estimated daily dos-
age was calculated on the basis of doses previously used
in humans (28) and according to the daily rat weight:
0.0128 9 109 bacteria per g of rat body weight. The
doses were prepared in 100 ml containers every 24 h,
considering that rats drink a mean amount of water of
30 ml/day. The daily calculated dose was therefore con-
tained in 30 ml of water. Containers were shaken every
12 h to minimize settling of the probiotic. The daily
VSL#3 dosage received by the rats was calculated on the
basis of the daily volume of water with VSL#3 drunk by
the rats.

Laparotomy

On the last day of this study, a laparotomy was per-
formed under anaesthesia with 10 mg/kg of xylacine
(Rompun, Bayer, Leverkusen, Germany) and 50 mg/kg
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ketamine (Ketolar, Parke-Dawis, New York, NY, USA)
under sterile conditions. Samples of ascitic fluid,
mesenteric lymph nodes, blood, liver, spleen, ileal stools
and terminal ileal wall, caecal stools and pleural fluid
were collected in this sequence. Rats were then eutha-
nized with intravenous sodium thiopentate (Penthotal,
Abbott Laboratories, Chicago, IL, USA). Blood samples
were collected into BD Vacutainer tubes (BDbioscienc-
es, San Jose, CA, USA) containing ethylene diamine
tetra-acetic acid (EDTA) and centrifuged. The superna-
tants were recollected and frozen at !80°C for posterior
analysis. The other samples were stored at !80°C. Liver
samples were fixed in buffered formalin and embedded
in paraffin. The ratio spleen/body weight was calculated
as a surrogate marker of portal hypertension (29, 30).

Bacterial cultures and bacterial identification

Samples of homogenized mesenteric lymph nodes, liver
and spleen, and ascitic and pleural fluid were inoculated
on Columbia blood agar, Columbia CNA agar and the
chromogenic media CPS ID2 (BioM!erieux, Marcy
l’!Etoile, France) and incubated for 48 h at 37°C in an
aerobic atmosphere. Isolates were presumptively identi-
fied according to their growth and morphology. Bacte-
rial translocation was considered as any positive culture
of mesenteric lymph nodes, liver, spleen, or ascitic or
pleural fluids (11).

During laparotomy, samples of caecal and ileal faeces
weighing 0.2 g were collected, homogenized and diluted
with 2 ml of normal saline in sterile conditions. Serial
decimal dilutions were performed to quantify the intes-
tinal bacterial concentration. Samples of 100 ll of each
dilution were inoculated on Columbia blood agar,
Columbia CNA agar and the chromogenic media CPS
ID2 (BioM!erieux, Marcy l’!Etoile, France). After incuba-
tion for 48 h at 37°C in an aerobic atmosphere, the col-
onies were counted. Counts are expressed as log10 cfu
(colony forming units)/g of fresh faecal sample with a
detection limit at 103 cfu/g (11).

Serum cytokine and renin levels

Serum supernatants were tested for tumour necrosis fac-
tor-alpha (TNF-a) and interleukin-10 (IL-10) concen-
trations using specific ELISAs (Peprotech, London,
UK), according to the manufacturer’s instructions. The
detection limit was 30 pg/ml for TNF-a and IL-10.
Serum renin levels were assessed using the specific
ELISA kit for rat renin (Uscn Life Science Inc., Houston,
TX, USA), according to the manufacturer’s instructions.
The detection limit was 5.8 pg/ml.

Intestinal barrier

To perform Western blot analysis, protein was extracted
from rat ileum using RIPA buffer, according to the
manufacturer’s protocol (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,

USA). For detection, 20 lg of proteins were separated
on a 4–12% SDS-PAGE (Invitrogen, Camarillo, CA,
USA) gel and transferred to nitrocellulose. Membranes
were incubated overnight with antibodies to claudin-2,
claudin-4 (Invitrogen), occludin and b-defensin-1
(Antibodies-online Inc., Atlanta, GA, USA). Proteins
were visualized using appropriate secondary antibodies
conjugated to IR-dyes 800CW goat antirabbit IgG and
680LT goat antimouse IgG (H+L) (Li-cor, Lincoln, NE,
USA) and scanned using the Odyssey Imaging System
(Li-cor). Claudin-2, claudin-4, occludin and b-defen-
sin-1 protein expression was quantified and normalized
to b-actin detected using b-actin antibody (Sigma
Aldrich).

Malondialdehyde (MDA) formation by the thiobar-
biturate reaction was determined in ileal samples
according to the method previously described to assess
oxidative damage (30, 31). The detection limit of this
assay was 0.079 nmol/mg protein.

Liver damage

Four-lm slices were obtained from paraffin blocks and
evaluated by haematoxylin-eosin stains to assess histo-
logical changes and by Masson’s trichrome stain to
study the severity of fibrosis. A semiquantitative score
was used by a single expert pathologist to blindly classify
the liver samples into: 0- normal, 1- fibrosis with thin
and incomplete fibrous tracts, 2- cirrhosis with regener-
ation nodules and thin complete fibrous tracts, and
3- cirrhosis with regeneration nodules and thick and
complete fibrous tracts.

The degree of hepatic fibrosis was estimated by mea-
suring the percentage of the area stained with picro-
Sirius Red (Sirius Red F3B, Gurr-BDH Lab Supplies,
Poole, England). The positive stained area was quanti-
fied using a morphometric analysis system. Briefly, 12
images were obtained with an optic microscope (Nikon
Eclipse E600, Nikon Corporation, Japan) at magnifica-
tion of 920. Images were imported with an image
analysis system (AnalySIS, Soft-Imaging System, Mun-
ster, Germany) software and automatically merged. The
positive area was the sum of the area of all positive
pixels.

Immunohistochemical tests

Paraffin sections were also used to evaluate CD68
expression and desmin expression, indexes of Kupffer
cells and stellate cells quantification respectively. Anti-
gen retrieval was achieved by incubating slides in citrate
buffer of pH 6.0 (for desmin) or EDTA of pH 8.0 (for
CD68) in a steamer (Black & Decker, Towson, MD,
USA) for 20 min. Non-specific immunoglobulin bind-
ing was blocked before application of the primary anti-
bodies: monoclonal mouse antirat CD68 (Serotec, San
Diego, CA, USA clone ED1, MCA341GA diluted 1:50)
and polyclonal antirat desmin (Ab-CAM, San Diego,
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CA, USA clone: ab15200, diluted 1:200) (32). A strepta-
vidin–immunoperoxidase staining procedure (Dako,
Carpinteria, CA, USA) visualized with 3,30-diam-
inobenzidine substrate (Vector, Burlingame, UK) and
counterstained with Mayer’s haematoxylin was used for
immunolabelling. Positive and negative immunohisto-
chemical controls were used and are described in Sup-
plementary material. Using a light microscope (Carl
Zeiss), we quantified liver CD68 positive cells for scor-
ing Kupffer cells and desmin positive cells for stellate
cell activation. Results are expressed as positive cells per
62500 lm2 (Supplementary material).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with the SPSS statisti-
cal package (SPSS Inc. version 17.0, Chicago, IL, USA).
All parameters are reported as percentages and
mean ± SEM. Differences between groups were analy-
sed using the Fisher’s exact test and the non-parametric
Mann–Whitney U-test. The probability of developing
ascites was calculated by Kaplan–Meier test and com-
pared with log rank test. Correlations were assessed by
Pearson’s test. A two-tailed P value below 0.05 was con-
sidered statistically significant.

Sample size was calculated according to previous data
from our group (11). Considering an a error of 0.05, a
b error of 0.20, an expected percentage of bacterial
translocation of 62% in the group of cirrhotic rats trea-
ted with water and of 8% in rats treated with VSL#3,
and a 50% overall mortality during this study, we calcu-
lated a total of 22 animals in each group of rats with
induced cirrhosis were required.

Results

Forty-six rats under induction of cirrhosis were
included in this study. At 6 weeks of CCl4 treatment,
they were randomized into the VSL#3 group (n = 22)
or the water group (n = 24). An additional control
group of 11 healthy rats was included.

The time elapsed between randomization at week 6
and the end of this study (death, laparotomy 1 week
after development of ascites, or laparotomy at week 20)
was similar in the VSL#3 group and the water group
(8.6 ± 1.0 vs. 8.1 ± 0.7 weeks, P = 0.77). However,
when considering only the rats that reached laparotomy,
the time was 11.9 ± .0.9 vs. 9.1 ± 0.8 weeks respectively
(P = 0.04). Therefore, the total dose of CCl4 received
per rat that reached laparotomy was slightly higher in
the VSL#3 group than in the water group:
7103.3 ± 948.6 vs. 4744.2 ± 678.3 ll (P = 0.06). These
differences were because of the delay in ascites forma-
tion and the consequent delay in completing this study
in VSL#3-treated rats, as commented below. The mean
daily volume of water with VSL#3 that the rats in the
VSL#3 group drank during this study was
33.2 ± 1.4 ml/day. Accordingly, the estimated VSL#3

daily dose received by the rats in the VSL#3 group was
4.9 ± 0.3 9 109 bacteria.

VSL#3 administration did not reduce mortality but
decreased ascites formation

Mortality during this study was 10/22 (45%) in the
VSL#3 group, 10/24 (42%) in the water group (P = 1
with respect to VSL#3 group) and 0/11 (0%) in the con-
trol group (P = 0.01 with respect to the other two
groups). The number of cirrhotic rats that developed
ascites demonstrated by paracentesis before week 20 was
8/22 (36.4%) in the VSL#3 group and 18/24 (75%) in
the water group (P = 0.01). The probability of develop-
ing ascites at week 20 was 51% in the VSL#3 group and
100% in the water group (P = 0.01). Therefore, VSL#3
treatment did not modify mortality in cirrhotic rats but
decreased ascites formation in comparison with the
water group.

VSL#3 administration reduced bacterial translocation

As shown in Fig. 1, the incidence of bacterial transloca-
tion was significantly lower in the VSL#3 group (1/12,
8%) than in the water group (7/14, 50%) (P = 0.03).
The incidence of bacterial translocation was higher in
the water group than in control rats (0/11, 0%)
(P = 0.008). Table 1 shows the bacteria and the sites
where bacteria were isolated. Escherichia coli and Entero-
coccus spp were the bacteria detected in cirrhotic rats,
mainly in the mesenteric lymph nodes.

VSL#3 administration did not change faecal microbiota

Figure 2 shows the concentration of ileal and caecal
enterobacteria and enterococci in the three study
groups. The two groups of cirrhotic rats showed higher
bacterial counts than control rats. This difference was
statistically significant for caecal enterobacteria. How-
ever, we did not observe differences between the two

Fig. 1. Incidence of bacterial translocation in control rats (control
group), cirrhotic rats treated with water (water group) and cirrhotic
rats treated with VSL#3 (VSL#3 group).
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groups of cirrhotic rats (VSL#3 group and water group)
in any of the microbiological determinations.

VSL#3 administration did not improve liver damage

Figure 3A and B, and Figure S1 (in Supplementary
material) show the degree of liver damage assessed by
the histological score and Sirius red staining. The two
groups of rats with cirrhosis had higher histological
scores and a higher percentage of Sirius red staining
than control rats. These findings indicate the presence
of severe fibrosis in all cirrhotic rats. However, there
were no differences in these parameters between the
VSL#3 group and the water group.

Figure 3C and D, and Figure S2 (in Supplementary
material) show the expression of CD68 and desmin, as
indexes of Kupffer cells and stellate cells quantification
respectively. The two parameters were higher in the two
groups of cirrhotic rats than in control rats, but there
were no differences between the two groups of cirrhotic
rats (VSL#3 and water groups).

VSL#3 administration reduced serum TNF-a

As observed in Fig. 4, rats from the VSL#3 group
presented lower levels of serum TNF-a than rats
from the water group. There were no differences
between the VSL#3 group and the water group in IL-
10 levels. TNF-a and IL-10 levels were higher in the

water group than in the control group, and IL-10
was higher in the VSL#3 group than in the control
group.

Body weight, spleen/rat weight ratio and serum renin

Body weight was higher in the control group
(475.9 ± 15.9 g) than in the groups of rats with cirrho-
sis (P = 0.002), but it did not differ between the VSL#3
group (398.4 ± 13.9 g) and the water group
(393.4 ± 14.0 g) (P = 0.66). The spleen/body weight
ratio was lower in control rats (0.0024 ± 0.0001) than
in the two groups of rats with cirrhosis (P < 0.001), and
it was lower in VSL#3 group (0.0048 ± 0.0002) than in
the water group (0.0058 ± 0.0003) (P = 0.01). Serum
renin levels were 258.6 ± 27.1 pg/ml in the VSL#3
group and 344.9 ± 52.3 pg/ml in the water group
(P = 0.36).

Effect of VSL#3 administration on intestinal barrier

As shown in Fig. 5, the ileal occludin concentration was
higher in the VSL#3 group than in the water group
(P = 0.01) and lower in the water group than in control
rats (P = 0.001). Moreover, ileal MDA levels were lower
in the VSL#3 group than in the water group (P = 0.02)
and higher in the water group than in the control group
(P = 0.03). There was a positive correlation between
ileal MDA and portal pressure assessed by spleen/rat

Table 1. Bacteria isolated in mesenteric lymph nodes, ascitic fluid, pleural fluid, liver and spleen in the two groups of cirrhotic rats

Group Rat Isolated bacteria Mesenteric lymph nodes Ascitic fluid Pleural fluid Liver Spleen

Water group 1 E. coli + Enterococcus spp. + ! ! ! !
2 E. coli+ Enterococcus spp. + ! + + +
3 Enterococcus spp. ! ! ! ! +
4 E. coli + Enterococcus spp. + ! + ! !
5 E. coli + ! + + +
6 E. coli + + ! ! !
7 E. coli + ! ! ! !

VSL#3 group 1 E. coli + Enterococcus spp. + + ! ! !

Fig. 2. Bacterial concentration in ileal and caecal faeces in control rats (control group), cirrhotic rats treated with water (water group) and
cirrhotic rats treated with VSL#3 (VSL#3 group). *P = 0.007 vs water group and vs VSL#3 group, p NS in the remaining parameters. cfu: col-
ony forming units.
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weight ratio in all cirrhotic rats (r = 0.52, P = 0.02).
Ileal MDA levels were higher in rats with bacterial trans-
location than in those without (2.0 ± 0.3 vs.
1.1 ± 0.1 nmol/mg protein, P = 0.01). There were no
statistical differences between VSL#3 and water groups
concerning ileal claudin-4, b-defensin-1 (Fig. 5) or
claudin-2 (data not shown).

Discussion

The main finding in the present study was that VSL#3
probiotic treatment decreased bacterial translocation,

ascites formation and pro-inflammatory state in rats
with CCl4-induced cirrhosis.

Our results are in contrast with most previous experi-
mental studies evaluating single probiotic strains in
cirrhosis (6, 16) or prehepatic portal hypertension (17)
that failed to show an effect of these treatments on
bacterial translocation. Only one recently published
study in an experimental model of Balc/c mice with
CCl4-induced cirrhosis submitted to an oral overload of
Escherichia coli observed a decrease in bacterial DNA
translocation in animals treated with Bifidobacterium
pseudocatenulatum CECT7765 (33). These contradictory

(A) (B)

Fig. 4. Inflammatory response in control rats (control group), cirrhotic rats treated with water (water group) and cirrhotic rats treated with
VSL#3 (VSL#3 group). (A) TNF- a, (B) IL-10. TNF-a: tumour necrosis factor-alpha, IL-10: interleukin-10.

(A) (B)

(C) (D)

Fig. 3. Liver damage in control rats (control group), cirrhotic rats treated with water (water group) and cirrhotic rats treated with VSL#3
(VSL#3 group). (A) Histological score, (B) Sirius red staining, (C) CD68 positive Kupffer cells index, (D) Desmin positive stellate cells index.
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findings could be because of a variety of factors. First,
different probiotics can produce different effects in a
given experimental or clinical situation (12, 15). More-
over, a combination of probiotics such as VSL#3 can
result in a more marked effect than when a single strain
is used (12–14, 18, 19). Second, in the studies that found
negative results, probiotic treatment was started in
stages of advanced cirrhosis in which ascites was already
present, mimicking the situation of decompensated cir-
rhosis in humans, and the treatment was given for
8–10 days (6, 16). In the present study, VSL#3 adminis-
tration began at week 6 of CCl4 administration to mimic
the setting of patients with advanced fibrosis or
compensated cirrhosis (34), and treatment was given
over 12 weeks to allow a more sustained effect of the
probiotic.

The decrease in bacterial translocation in VSL#3-trea-
ted cirrhotic rats observed in the present study could be
because of several non-excluding mechanisms: a
decrease in intestinal bacterial overgrowth, an improve-
ment in the intestinal barrier or modulation of immune
response (1–3). Intestinal bacterial overgrowth is a key
factor for bacterial translocation (1–3, 35). The bacteria
translocated in our study were enterobacteria and
enterococci, as reported in previous studies on the same
experimental model (5, 6, 8–11, 29, 30, 35). However,

we found the intestinal concentration of these bacteria
in cirrhotic rats was similar in those receiving VSL#3
and those receiving water. Previous studies in patients
with inflammatory bowel disease have observed that
VSL#3 increases the intestinal concentration of lactoba-
cilli and bifidobacteria but does not produce significant
changes in enterobacteria or enteroccoci (36, 37). Our
findings suggest that the decrease in bacterial transloca-
tion observed in cirrhotic rats treated with VSL#3 was
not because of changes in the intestinal concentration of
the responsible bacteria.

Another mechanism that could contribute to patho-
logical bacterial translocation is dysfunction of the intes-
tinal barrier (1–3). Such dysfunction could be because
of several factors, including alterations in tight junctions
(1, 38). Few data on tight junction alterations in cirrho-
sis, however, are available (1, 38–41). Asmakopoulos
et al. (39) described a decrease in the duodenal expres-
sion of the tight junctions occludin and claudin-1 in cir-
rhotic patients, mainly in those with decompensated
cirrhosis. More recently, Du Plessis et al. (41) reported
an increased expression of claudin-2, a pore-forming
tight junction protein, in the duodenal mucosa of
patients with cirrhosis and ascites.

In various experimental models, VSL#3 has been seen
to improve the intestinal barrier. It decreases epithelial

(A) (B)

(C) (D)

Fig. 5. Intestinal barrier in control rats (control group), cirrhotic rats treated with water (water group) and cirrhotic rats treated with VSL#3
(VSL#3 group). (A, B, and C) Western blot of ileal samples for claudin-4, occludin and b-defensin-1 respectively. (D) Ileal MDA levels. MDA:
malondialdehyde.
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permeability (20, 22) and increases mucin gene expres-
sion and secretion by colonic cells (21), defensin expres-
sion by enterocytes (42) and tight junction proteins
expression in the colonic mucosa (20). We analysed sev-
eral of these parameters previously reported to improve
with VSL#3 treatment to determine their possible role
in decreasing bacterial translocation. We observed a
decrease in the ileal expression of the tight junction pro-
teins occludin and claudin-4 in cirrhotic rats treated
with water in comparison to control rats. The ileal
expression of the antimicrobial peptide b-defensin-1
was also lower in the former group although it did not
reach statistical significance. Interestingly, VSL#3
treatment restored the decreased occludin expression
without significant changes in claudin- 4, claudin-2 and
b-defensin-1. Moreover, we observed a decrease in the
oxidative damage in the ileum of cirrhotic rats treated
with VSL#3. Intestinal oxidative damage has been asso-
ciated with impairment in the intestinal barrier and
delayed intestinal transit time (43, 44), a factor that also
favours bacterial translocation (1–3). Our findings sug-
gest that the increase in occludin expression and the
decrease in oxidative damage in the intestinal barrier are
relevant to explain the decrease in bacterial transloca-
tion observed with VSL#3 treatment at the dose and
period of treatment used here.

VSL#3 treatment was associated with attenuation of
the pro-inflammatory state characteristic of cirrhosis (2,
3), as observed by a decrease in TNF-a levels. This
immune modulation could be because of the interaction
between probiotic bacteria of VSL#3 and the immune
system (19, 28, 45) and/or to the decrease in bacterial
translocation by potentially pathogenic bacteria such as
enterobacteria and enterococci (1–3, 46). Down-regula-
tion of the pro-inflammatory state could in turn result
in a decrease in bacterial translocation as has been
observed in cirrhotic rats with ascites treated with anti-
TNF-a monoclonal antibodies (47). Moreover, this
down-regulation has been shown to reduce portal pres-
sure in rats with partial vein ligation (48). In our study,
cirrhotic rats treated with VSL#3 presented a decrease in
the spleen/body weight ratio as a surrogate marker of
portal pressure (29, 30) with respect to rats treated with
water. It has been shown that adjunctive treatment with
VSL#3 improves the effect of propranolol in decreasing
the hepatic venous pressure gradient in cirrhotic
patients undergoing primary prophylaxis of variceal
bleeding (28). Moreover, a recent study reported that
VSL#3 alone decreases the hepatic venous pressure gra-
dient in patients with cirrhosis and ascites (49). The
possible decrease in portal pressure could have contrib-
uted to the reduction in ileal oxidative damage and bac-
terial translocation observed in our study. This
hypothesis is supported by the relationship between
portal pressure, ileal MDA and bacterial translocation
observed in this and in a previous study (30).

We found that cirrhotic rats treated with VSL#3
developed ascites less frequently than those treated with

water. This finding can be explained by the down-regu-
lation of the pro-inflammatory state and the decrease in
portal pressure estimated by the spleen/body weight
ratio (2, 3, 29, 30). We observed that serum renin levels
were lower in rats receiving VSL#3 than in those treated
with water but this difference was not statistically signif-
icant. Our results are in line with previous studies show-
ing that VSL#3 decreases plasma aldosterone levels (50)
and improves hepatic and systemic haemodynamics
(49) in patients with decompensated cirrhosis. These
data suggest a beneficial effect of VSL#3 on portal, sys-
temic and renal haemodynamics that would result in
the lower ascites formation observed in VSL#3-treated
rats.

Bacterial translocation and a pro-inflammatory state
are relevant in promoting liver damage in liver dis-
eases, including cirrhosis (1–3, 51). Activation of
Kupffer cells and stellate cells is a key factor in this
process (51). VSL#3 has shown to improve fibrosis in
mice with experimental non-alcoholic steatohepatitis
(23). In our study, however, in spite of the beneficial
effects on bacterial translocation and the pro-inflam-
matory state, we did not observe any significant effect
of VSL#3 on liver damage as assessed by the histologi-
cal score and quantification of Kupffer and stellate
cells. Moreover, although a decrease in estimated por-
tal pressure and ascites formation in rats treated with
VSL#3 suggests a reduction in liver fibrosis and intra-
hepatic resistance, we did not find differences between
VSL#3 and water groups concerning collagen deposi-
tion and quantification of hepatic stellate cells. The
possible beneficial effects of VSL#3 on liver damage
were likely eliminated by the severity of toxic liver
damage inherent to this experimental model in which
rats received CCl4 until the end of this study. More-
over, VSL#3 treatment began at week 6 of CCl4
administration, when liver damage is already estab-
lished (34). Moratalla et al. (33) also failed to observe
a decrease in liver damage in mice with CCl4-induced
cirrhosis receiving Bifidobacterium pseudocatenulatum
CECT7765 starting at week 11 of CCl4 administration.
Starting probiotic treatment earlier would perhaps
have improved liver damage, as has recently been
observed in rats with CCl4-induced fibrosis receiving a
symbiotic formulation throughout the whole 7 weeks
of CCl4 administration (52).

This study has several limitations. First, our results
cannot be extrapolated to other situations, dosages or
periods of treatment with VSL#3. It would be interest-
ing to evaluate VSL#3 in an experimental setting mim-
icking decompensated cirrhosis, such as starting
treatment when rats develop ascites. Second, we did
not observe bacterial translocation by the bacteria
included in VSL#3, but the methodology used did not
specifically evaluate lactobacilli and bifidobacteria.
However, no infections caused by these bacteria have
been reported in patients with cirrhosis treated with
VSL#3 (19, 24, 25, 28, 49, 50). Moreover, we did not
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observe statistically significant changes with VSL#3
treatment in the intestinal concentration of the bacte-
ria responsible for bacterial translocation (enterobacte-
ria and enterococci) evaluated by microbiological
culture. We cannot rule out other effects of VSL#3 on
intestinal or mesenteric lymph nodes microbiota that
could have been demonstrated using a more compre-
hensive evaluation (6, 11) including molecular tech-
niques (37, 53). Finally, the beneficial effects of VSL#3
on bacterial translocation seem to be related, at least
in part, to improvements in the intestinal barrier, as
observed by the increase in ileal occludin concentra-
tion. It would be interesting to explore other mecha-
nisms not evaluated here, such as intestinal
permeability (20) and mucin expression (21).

In conclusion, our findings show that VSL#3, at the
dose and for the period administered in the present
study, decreases bacterial translocation, the pro-inflam-
matory state and ascites formation, but does not
improve liver damage in rats with CCl4-induced cirrho-
sis. The improvement in the integrity of the intestinal
barrier seems to play a relevant role in these effects, but
the precise mechanisms implicated deserve further
research. VSL#3 could be useful in preventing complica-
tions in patients with cirrhosis.
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Additional Supporting Information may be found in the
online version of this article:

Data S1. Methods: Immunohistochemical tests.
Figure S1. Liver sections showing the degree of liver

damage assessed by haematoxylin-eosin stains: (A) con-
trol rat, (B) cirrhotic rat treated with water and (C) cir-
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rhotic rat treated with VSL#3; and Sirius red staining:
(D) control rat, (E) cirrhotic rat treated with water and
(F) cirrhotic rat treated with VSL#3. Bar = 200 lm.

Figure S2. Liver sections showing distribution of
macrophages reacting to CD68 (arrow-heads) in: (A)
control rat, (B) cirrhotic rat treated with water and (C)
cirrhotic rat treated with VSL#3. Positive Kupffer cells
are overexpressed along the sinusoids but particularly in
periportal areas of all cirrhotic rats. The same liver sec-
tions showing hepatic stellate cells reacting to desmin

(arrows and arrow-heads) in: (D) control rat, (E) cir-
rhotic rat treated with water and (F) cirrhotic rat treated
with VSL#3. There was an increase in hepatic stellate
cells in cirrhotic rats treated with water and in cirrhotic
rats treated with VSL#3 compared to control rats. Note
the fusate to stellate morphology of perisinusoidal hepa-
tic stellate cells (E and F, arrows) to respect round
shaped hepatic stellate cells in periportal spaces (D and
E, arrow-heads). Immunohistochemistry, counter-
stained with haematoxylin. Bar = 200 lm.
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Figure 5. Liver sections showing the degree of liver damage assessed by hematoxilin-eosin stains: A) 

control rat, B) cirrhotic rat treated with water, and C) cirrhotic rat treated with VSL#3; and Sirius red 

staining: D) control rat, E) cirrhotic rat treated with water, and F) cirrhotic rat treated with VSL#3. Bar = 

200 μm 

 

 

 

 

 

 

 



                                          

  

 

Figure 6. Liver sections showing distribution of macrophages reacting to CD68 (arrow-heads) in: A) 

control rat, B) cirrhotic rat treated with water, and C) cirrhotic rat treated with VSL#3. Positive Kupffer 

cells are overexpressed along the sinusoids but particularly in periportal areas of all cirrhotic rats. The 

same liver sections showing hepatic stellate cells reacting to desmin (arrows and arrow-heads) in: D) 

control rat, E) cirrhotic rat treated with water, and F) cirrhotic rat treated with VSL#3. There was an 

increase in hepatic stellate cells in cirrhotic rats treated with water and in cirrhotic rats treated with 

VSL#3 compared to control rats. Note the fusate to stellate morphology of perisinusoidal hepatic stellate 

cells (E and F, arrows) to respect round shaped hepatic stellate cells in periportal spaces (D and E, arrow-

heads). Immunohistochemistry, counterstained with hematoxylin. Bar = 200 μm 
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Artículo I 

!

Cytokine production in patients with cirrhosis and TLR4 polymorphisms. 

Nieto JC, Sánchez E, Román E, Vidal S, Oliva L, Guarner- Argente C, Poca M, 

Torras X, Juárez C, Guarner C, Soriano G.  

World Journal of Gastroenterology. 2014; 20(46): 17516-24. 

 

Síntesis de Resultados 

!

Como consecuencia de la translocación bacteriana y las alteraciones en la 

respuesta inmune, los pacientes con cirrosis esta predispuestos a desarrollar 

infecciones causadas por bacterias entéricas. Los PAMPs,  en estas bacterias, son 

reconocidos por receptores TLRs que se encuentran principalmente en la superficie 

de los leucocitos. Cuando esto ocurre, los TLRs desencadenan la respuesta 

inflamatoria.  Soriano et al., previamente, describieron que pacientes con cirrosis 

con el del TLR4 D299G estaban más predispuestos a desarrollar infecciones 

bacterianas y encefalopatía hepática que los pacientes que no presentaban el 

polimorfismo. Una posible explicación de estos hallazgos puede ser que la 

respuesta inflamatoria en pacientes que presentan el polimorfismo de TLR4 es 

diferente de los pacientes que no tienen el polimorfismo. 

Este estudio se ha diseñado para comparar la producción de citocinas de las células 

de sangre periférica de pacientes con cirrosis con los polimorfismos del TLR4 

D299G y/o T399I y de pacientes sin ninguno de estos dos polimorfismos. 

Para el estudio se hizo el screening de 258 pacientes hospitalizados por cirrosis con 

ascitis. Se detectó el polimorfismo de TLR4 D299G y/o T399I en 28 pacientes 

(11%). A partir de aquí, el estudio se realizó entre Febrero de 2009 y Julio de 2011 y 

el seguimiento incluyó pacientes que presentaban el polimorfismo y que durante 

este tiempo sobrevivieron, no recibieron trasplante hepático y cumplían todos los 

criterios de inclusión. El grupo de pacientes sin el polimorfismo (wild type) fue 

pareado por edad, sexo y el grado de fallo hepático con pacientes cirróticos que 



!

!
(('!

tenían los polimorfismos. Todos los pacientes eran cirróticos caucásicos y el 

diagnóstico de cirrosis se hizo por biopsia hepática o por hallazgos clínicos, 

analíticos y por ecografía. Todos los pacientes habían tenido algún episodio de 

descompensación de la cirrosis o habían padecido al menos una descompensación 

previa. Los pacientes incluidos en el estudio venían al hospital por visitas de control 

o para someterse a una paracentesis terapéutica. Los criterios de exclusión fueron 

virus de la inmunodeficiencia humana, tratamiento con fármacos inmunosupresores 

o inmunomoduladores, carcinoma hepatocelular u otra neoplasia, alcohol activo en 

el año previo, trasplante hepático y algún tipo de infección activa o cualquier otro 

tipo de descompensación de la cirrosis en el mes previo al inicio del seguimiento. Se 

incluyó un grupo de donantes sanos caucásicos para comparar su producción de 

citocinas con la de los pacientes cirróticos incluidos. 

De los 28 pacientes con los polimorfismos TLR4 D299G y/o T399I, 19 no fueron 

incluidos por la siguientes causas: 8 murieron antes del inicio del estudio, 2 

pacientes recibieron trasplante hepático, 6 no volvieron a las visitas después de la 

salida de hospitalización, 2 desarrollaron carcinoma hepatocelular y 1 presentó 

macroglobulinemía. Así, 9 pacientes con cirrosis y con alguno de los polimorfismos 

fueron incluidos en el estudio y comparados con 10 pacientes con cirrosis sin 

ninguno de los polimorfismos. Además, estos dos grupos fueron comparados con 

donantes sanos.  

Al comparar las características clínicas de los 2 grupos de pacientes, la incidencia y 

el número de episodios de encefalopatía hepática fue significativamente mayor en el 

grupo con polimorfismo que en el grupo wild-type. No se encontraron diferencias 

significativas en los demás parámetros clínicos evaluados entre los dos grupos. 

En el contexto de la cirrosis, la endotoxemia podría ser una consecuencia de la 

deficiente respuesta celular a las endotoxinas, lo que a su vez incrementaría los 

niveles de LBP. Este defecto en la respuesta y en la eliminación de endotoxinas 

podría estar asociado al polimorfismo en el TLR4.  Para confirmar esta hipótesis, se 

evaluaron los niveles de LBP en el grupo con polimorfismos, en el grupo wild-type y 

en el grupo de donantes sanos. Se observó una tendencia a unos mayores niveles 

de LBP en el  plasma de pacientes  con cirrosis que en el grupo de donantes sanos 
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y el grupo de pacientes con polimorfismos presentaron una tendencia a mayores 

niveles de LBP en plasma que el grupo wild-type. 

Para determinar la influencia de los polimorfismos de TLR4 en la producción de 

citocinas, primero, se comparó la producción de citocinas de las células de sangre 

periférica en cultivos de 24 horas de sangre total, sin estimular y estimulados con 

ligados de TLRs (LPS y LTA)  entre los pacientes con cirrosis y el grupo de 

donantes sanos. La producción espontanea de TNF-α e IL-6 en los pacientes con 

cirrosis fue significativamente mayor que en el grupo de donantes sanos. La 

producción de TNF-α después de la estimulación con LTA, y, la producción de IL-6 

después de la estimulación con LPS y LTA  fue significativamente mayor en los 

pacientes con cirrosis que en el grupo de donantes sanos. 

Al evaluar la producción de citocinas entre el grupo de pacientes con polimorfismos 

y el grupo wild-type, encontramos que en el grupo del polimorfismo había una 

tendencia a una menor producción espontanea de TNF-α y una producción 

significativamente menor de IL-6 e IL-10 que en el grupo wild-type. La producción de 

TNF-α, IL-6 e IL-10 después de la estimulación con LPS y LTA fue similar entre los 

dos grupos. Sin embargo, el incremento en la producción de citocinas con respecto 

a la producción espontanea fue significativamente mayor en el grupo del 

polimorfismo que en el grupo wild-type. 

 

Discusión y relevancia 

!

El principal hallazgo de nuestro estudio, es que las células de sangre periférica de 

pacientes con cirrosis y que tienen los polimorfismos de TLR4 D299G y/o T399I, 

espontáneamente producen menos IL-6 e IL-10 que los pacientes con cirrosis que 

no tenían ninguno de los polimorfismos, pero presentan niveles similares de 

producción de TNF-a, IL-6 e IL-10 después de la estimulación con ligandos de 

TLRs. Esto coincide con el estado pro-inflamatorio descrito previamente en la 

cirrosis y que está relacionado con la translocación bacteriana y los niveles 

incrementados de endotoxinas. 
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Estas diferencias en el perfil de producción de citocinas expresadas en nuestros 

grupos de pacientes, puede explicar algunas asociaciones descritas entre el 

polimorfismo en el TLR4 y el desarrollo de complicaciones en la cirrosis. El hecho 

de que haya niveles mas bajos de producción de citocinas de manera espontánea 

en los pacientes que tienen algún polimorfismo comparado con el grupo que no 

presenta polimorfismos, refleja un menor estado pro-inflamatorio basal in vivo, lo 

que explicaría la predisposición de los pacientes con el polimorfismo al desarrollo de 

infecciones bacterianas y a su vez, el papel protector del polimorfismo contra la 

progresión de la enfermedad hepática. 
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Artículo II 

!

Impaired innate immune response of leukocytes from ascitic fluid of patients 

with spontaneous bacterial peritonitis 

Juan Camilo Nieto, Elisabet Sánchez, Cristina Romero, Eva Román, Maria Poca, 

Carlos Guarner, Cándido Juárez, Germán Soriano, Silvia Vidal. 

Journal of Leukocyte Biology. Epub ahead of print August 7, 2015- 

doi:10.1189/jlb.3AB0315-106R 

 

Síntesis de Resultados. 

!

La peritonitis bacteriana espontanea (PBE) es una de las complicaciones más 

graves que padecen los pacientes con cirrosis. La PBE se origina cuando bacterias 

vivas cruzan la barrera intestinal en un proceso conocido como translocación 

bacteriana. Una vez han cruzado, las bacterias llegan a los ganglios mesentéricos y 

de allí entran a la circulación sistémica y al liquido ascítico en la cavidad peritoneal, 

como consecuencia de la hipertensión portal y la cirrosis avanzada. Cuando se da 

esta complicación, el microambiente que se genera en el líquido ascítico puede 

condicionar la respuesta inmune de las células de los pacientes. En este estudio, 

comparamos el contenido inflamatorio en líquido ascítico de pacientes sin PBE 

(ascitis estéril, SA), de pacientes en el momento del diagnóstico de la PBE y de 

pacientes después del  tratamiento antibiótico y la resolución de la PBE. Tuvimos en 

cuenta las dos diferentes variantes de PBE: PBE con cultivo positivo bacteriano 

(PosC-SBP) y PBE con cultivo negativo bacteriano (NegC-SBP). Para esto, 

analizamos la producción de TNF-α, IL-6 e IL-10 y estudiamos la asociación de los 

niveles de citocinas con la composición celular y función celular. Además 

analizamos la expresión de marcadores de superficie en los macrófagos del líquido 

ascítico. Estos marcadores fueron seleccionados de acuerdo a su contribución con 

los mecanismos de la inmunidad innata: la presentación antigénica (HLA-DR), la 

fagocitosis (CD16, CD64), scavenger receptors (CD36, CD163) y activación celular 

(CD11b, CD86). Por último, como la respuesta inmune innata de los pacientes con 
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PBE después del tratamiento es aún poco estudiada, comparamos la fagocitosis, el 

estallido oxidativo, y la expresión de marcadores en los monocitos de la SA, PosC-

SBP y NegC-SBP antes y después del tratamiento antibiótico. 

Al analizar la concentración de TNF-α, IL-6 e IL-10 en el líquido ascítico, no 

encontramos diferencias significativas en los niveles de TNF-α entre los 3 grupos de 

pacientes analizados al momento del diagnóstico (pacientes con SA, PosC-SBP y 

NegC-SBP). Después del tratamiento los niveles de TNF-a disminuyeron 

significativamente solamente en el grupo de PosC-SBP. Los niveles de IL-6, antes 

del tratamiento en PosC-SBP y NegC-SBP fueron significativamente mayores que 

en el grupo SA. Este hecho era esperable, ya que la PBE ya ha sido asociada con 

una elevada producción de mediadores inflamatorios. Además, altos niveles de IL-6 

y otros mediadores inflamatorios han sido considerados marcadores de diagnostico 

de la PBE. Después del tratamiento, los niveles de IL-6 disminuyeron en los 2 

grupos PosC-SBP y NegC-SBP a niveles similares al grupo SA. Los niveles de IL-10 

en el momento del diagnóstico fueron significativamente mayores en PosC-SBP y 

en NegC-SBP que en el grupo SA y disminuyeron en los 2 grupos después del 

tratamiento. También observamos que los niveles de IL-6 correlacionaban 

positivamente con los niveles de IL-10.  Podría ser una consecuencia de la 

capacidad que tiene la IL-6 de inducir la IL-10.  

Al comparar los niveles de citocinas con el contenido celular del liquido ascítico 

encontramos que los niveles de IL-6 se correlacionaban significativamente con el 

porcentaje de neutrófilos del líquido ascítico, que era mayor en el PosC-SBP  y 

NegC-SBP que en el grupo SA. Esta correlación se podría explicar por la 

producción de IL-6 por parte de los neutrófilos que han sido reclutados en el 

contexto de la PBE. También se ha descrito a la IL-6 como un regulador del tráfico 

de neutrófilos, ya que dirige la producción de quimiocinas atrayentes de neutrófilos. 

Después del tratamiento, el número de neutrófilos disminuyó significativamente en 

los grupos PosC-SBP y NegC-SBP  hasta alcanzar  niveles del grupo SA. Aunque 

encontramos un gran porcentaje de neutrófilos en los grupos con PBE, estas células 

tenían una capacidad de estallido respiratorio defectuosa si se comparaba con la 

capacidad de los neutrófilos del grupo SA. Después del tratamiento solo los 

neutrófilos del grupo NegC-SBP recuperaron la función de estallido respiratorio 

hasta niveles similares a los neutrófilos del grupo SA.  
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La elevada producción de citocinas se asociaba con el fenotipo y la función de los 

macrófagos del líquido ascítico de los pacientes con cirrosis. Los niveles de IL-10 en 

el liquido ascítico se correlacionaban con la frecuencia de macrófagos que 

presentaban baja granularidad. Además en el momento del diagnóstico, los líquidos 

ascíticos de pacientes de PosC-SBP y NegC-SBP tenían mayor porcentaje de 

macrófagos con baja granularidad que los del grupo SA. Es posible que este 

fenómeno se deba a la producción de IL-6 que precede a la producción de IL-10. A 

su vez, se inducirían quimiocinas y un desequilibrio hemodinámico que facilita el 

reclutamiento de monocitos circulantes a la zona peritoneal (estos tendrían menos 

granularidad que los macrófagos residentes).Después del tratamiento, el porcentaje 

de macrófagos con baja granularidad de los grupos con PBE fue similar al grupo 

SA. Los macrófagos de PosC-SBP y NegC-SBP al momento del diagnostico, tenían 

menor expresión de CD14 en la superficie en comparación que los macrófagos del 

grupo SA. En este estudio se observó que los macrófagos del PosC-SBP tenían 

niveles de expresión de CD14 y de granularidad comparable a los de un monocito 

de sangre periférica, esto podría ser debido a q durante la infección del líquido 

ascítico en PosC-SBP,   

El particular ambiente generado en el líquido ascítico durante la translocación 

bacteriana e infección, induce un fenotipo especifico que se refleja en un cambio en 

la función de los macrófagos; por ello observamos un fuerte correlación entre la 

expresión de CD14 y la capacidad de fagocitosis de las células. Los macrófagos de 

PosC-SBP y NegC-SBP tenían un defecto en la fagocitosis que se corrigió después 

del tratamiento en el grupo NegC-SBP, alcanzando los niveles del grupo SA. Esto 

defecto implicaría que en el liquido ascítico de los pacientes con PosC-SBP las 

bacterias no puedan ser destruidas fácilmente y por ello, este grupo de pacientes 

presentaría mayor recurrencia de infecciones del líquido ascítico. 

En relación con el fenotipo de los macrófagos, en el momento del diagnóstico, 

encontramos que los niveles de  CD11b y CD86 fueron significativamente más bajos 

en PosC-SBP y NegC-SBP que en el grupo SA. Los niveles de HLA-DR, CD16 y 

CD206 fueron significativamente más bajos en el grupo PosC-SBP que en el grupo 

SA. En cambio, los marcadores CD64, CD36 y el CD163 fueron similares en los 3 

grupos de pacientes. Después del tratamiento los niveles de CD86 incrementaron  
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alcanzando los niveles del grupo SA. También los niveles de HLA-DR, CD16, CD64. 

CD36 y CD206 en PosC-SBP se incrementaron.  

 

Discusión y relevancia. 

!

En este estudio se demuestra, que eliminando la bacteria con el tratamiento 

antibiótico, los leucocitos presentes en el liquido ascítico vuelven a la homeostasis y 

expresan un fenotipo distinto. Este tratamiento recupera el estatus funcional de los 

neutrófilos y los macrófagos de NegC-SBP, pero no es suficiente para que los 

macrófagos de PosC-SBP recuperen la funcionalidad.  

Es posible que este defecto se deba a un diferente estado de maduración de los 

macrófagos de  PosC-SBP y NegC-SBP en el momento del diagnóstico. También 

existe la posibilidad que la presencia de más bacterias viables en PosC-SBP que en 

NegC-SBP requiera un tratamiento con antibiótico mas agresivo o durante mas 

tiempo para eliminar la infección. Otra posible explicación a este fenómeno es que 

en ausencia o presencia de bacterias viables (y sus productos) se produzcan 

mediadores inflamatorios diferentes en el líquido ascítico que modularían el fenotipo 

y la función de los macrófagos de manera distinta.  

En conclusión, nuestros resultados sugieren que un análisis extensivo del estado 

inmune de los componentes leucocitarios del líquido ascítico, podría ayudar a 

entender la fisiopatología de la infección del líquido ascítico y optimizar el 

tratamiento de los pacientes. 
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Articulo III 

!

VSL#3 probiotic treatment decreases bacterial translocation in rats with 

carbon tetrachloride-induced cirrosis 

Elisabet Sánchez*, Juan C. Nieto*, Ana Boullosa, Silvia Vidal, Francesc J. Sancho, 

Giacomo Rossi, Pau Sancho-Bru, Rosa Homs, Beatriz Mirelis, Caándido Juárez, 

Carlos Guarner, Germán Soriano. 

Liver International 2014  

*Los autores contribuyeron de igual manera en la publicación.  

  

Síntesis de resultados. 

!

La translocación bacteriana patológica juega un papel relevante en la cirrosis, no 

solamente por favorecer el desarrollo de infecciones bacterianas, sino que  también 

por el mantenimiento del estado pro-inflamatorio, en el paciente. Este estado esta 

relacionado con las demás complicaciones de la cirrosis, como la ascitis. Con el fin 

de prevenir la translocación bacteriana en este tipo de pacientes se han probado 

diferentes estrategias en un modelo experimental de cirrosis. Se induce la cirrosis 

en ratas con tetracloruro de carbono (CCl4). El tratamiento de las ratas de este 

modelo con antibióticos disminuye eficazmente la translocación  bacteriana. Sin 

embargo los antibióticos favorecen el desarrollo de resistencias bacterianas, 

especialmente cuando se administran por largas temporadas. Se han propuesto 

diferentes alternativas a este tratamiento, por ejemplo los probióticos. Se ha 

demostrado que los probióticos pueden prevenir la translocación bacteriana 

disminuyendo el sobrecrecimiento bacteriano intestinal además de mejorar la 

barrera intestinal y el desequilibrio en la respuesta inmune. Dentro de los probióticos 

estudiados en las patologías de tipo digestivo encontramos el VSL#3. El VSL#3 es 

una preparación probiótica que contiene una mezcla de ocho diferentes  especies 

de bacterias vivas (principalmente del genero lactobacili y bifidobacteria). Se ha 

demostrado que VSL#3 mejora la barrera intestinal en diferentes modelos animales 

y es utilizado en el manejo de pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal. 
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El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos del VSL#3 en la translocación 

bacteriana, la flora intestinal, la barrera intestinal y la respuesta inflamatoria en el 

modelo experimental de rata con cirrosis inducida por CCl4. 

 

Figura 10. Diseño experimental del modelo de rata con CCl4 

En el modelo de rata descrito en la Figura 10 observamos que la administración del 

VSL#3 no redujo la mortalidad. Sin embargo disminuyó a la mitad la probabilidad de 

que las ratas desarrollaran ascitis (demostrado por la paracentesis antes de la 

semana 20) en el grupo de ratas que bebían VSL#3 diluida en agua (grupo VSL#3) 

cuando se comparaba con el grupo que solo bebía agua (grupo agua). 

Al analizar la incidencia de translocación bacteriana, observamos que era 

significativamente menor en el grupo VSL#3 que en el grupo agua. Escherichia coli 

y Entercoccus spp fueron las bacterias detectadas en las ratas con translocación y 

fueron principalmente detectadas en los ganglios linfáticos mesentéricos.  

Al evaluar el cambio que podría originar la administración del VSL#3 en la 

microbiota fecal en los tres grupos, observamos que los dos grupos de ratas 

cirróticas (VSL#3 y agua), presentaban mayor carga de bacterias que las ratas 

sanas (grupo control). No hubo diferencias al comparar los grupos VSL#3 y el grupo 

agua en ninguna de las determinaciones microbiológicas realizadas. 
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Cuando analizamos la repercusión del VSL#3 sobre el daño hepático causado por la 

cirrosis, encontramos que los dos grupos de ratas con cirrosis tenían la presencia 

de una fibrosis severa comparado con el grupo control, sin embargo entre el grupo 

VSL#3 y el grupo agua no hubo diferencias histológicas en el grado de cirrosis. 

Además el análisis inmunohistoquímico reveló que en los dos grupos de ratas 

cirróticas se encontraba aumentado el numero de las células de Kupffer (CD68)  y 

las células estrelladas (desmina), con respecto al grupo control, pero no había 

diferencias entre el grupo VSL#3 y el grupo agua.  

En relación a la respuesta inflamatoria, las ratas del grupo VSL#3 presentaban 

niveles mas bajos de TNF-α, pero no de IL-10, en el suero que las ratas del grupo 

agua. Los niveles de TNF-α e IL-10 en el grupo agua fueron mayores que en el 

grupo control. En cambo solamente los niveles de IL-10, pero no los de TNF-α, en el 

grupo VSL#3  fueron mayores que en el grupo control. 

Cuando analizamos el efecto de la administración de VSL#3 sobre la barrera 

intestinal, observamos que habían una mayor expresión de ocludina en el íleon del 

grupo VSL#3 que en el grupo agua y una menor expresión de ocludina en el grupo 

agua que en el grupo control. Además los niveles de MDA en el íleon del grupo 

VSL#3 fueron menores que en el grupo agua y mayores en el grupo agua que en el 

grupo control. También había una correlación positiva entre los niveles de MDA y la 

presión portal evaluada por la ratio bazo/peso rata en todas las ratas cirróticas. Los 

niveles de MDA fueron mayores en las ratas con translocación bacteriana 

comparado con las rn. 

 

Discusión y relevancia. 

!

En este estudio, cuando las ratas con cirrosis inducida por CCl4 tomaron VSL#3, en 

la dosis y periodo indicado, disminuyó la translocación bacteriana, el estado pro-

inflamatorio y la formación de ascitis, pero no hubo una mejoría en el daño hepático. 

La mejoría de la integridad de la barrera intestinal parece que desempeña un papel 

relevante en estos efectos beneficiosos del VSL#3, pero los mecanismos precisos 

necesitan aun de más investigación. Una de las directas consecuencias de nuestras 
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observaciones es que el VSL#3 podría ser considerado como un tratamiento 

adecuado en la prevención de las complicaciones en pacientes con cirrosis. 
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6. CONCLUSIONES 
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Conclusiones 

 

1. Los niveles séricos de citocinas en los pacientes con cirrosis son mayores 

que en los donantes sanos. Este resultado puede ser consecuencia de la 

endotoxemia generalizada de estos pacientes.  

 

2. Hay una respuesta disminuida en los pacientes portadores de polimorfismos 

en TLR4. Esta disminución se observa a nivel de producción espontánea de IL-6 e 

IL-10.  

 

3. Existe una relación entre las complicaciones de la cirrosis y la presencia de 

polimorfismos en TLR4, posiblemente ligada a la deficiente producción de citocinas. 

 

4. En el líquido ascítico de los pacientes con cirrosis, los niveles de citocinas 

dependen de la presencia de infecciones y del momento del tratamiento. 

 

5. Los niveles de IL-6 se relacionan directamente con el porcentaje de 

neutrófilos, que tienen una función bactericida disminuida en el momento del 

diagnóstico.  

 

6. La eliminación de bacterias por el tratamiento con antibióticos reduce los 

niveles de IL-6 en las PBE de cultivo positivo y negativo, pero no puede recuperar la 

función bactericida de los neutrófilos en los líquidos ascíticos de PBE de cultivo 

positivo. 

 

7. El fenotipo de los macrófagos del liquido ascítico estéril es compatible con el 

fenotipo de macrófagos residentes M2 de la cavidad peritoneal. 

 

8. La morfología y fenotipo de los macrófagos del liquido ascítico depende del 

tipo de PBE y cambia después del tratamiento con antibióticos hacia un perfil similar 

al de la ascitis estéril 
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9. La concentración de IL-10 en los líquidos ascíticos esta relacionada con el 

tipo de macrófago que encontramos en la cavidad peritoneal. 

 

10. El probiótico VSL#3 disminuye el estado pro-inflamatorio sistémico debido a 

la posible interacción de las bacterias del probiótico VSL#3 con el sistema inmune 

y/o la disminución de la translocación de bacterias patogénicas como 

enterobacterias y enterococos. 

 

11. Aunque el tratamiento con el probiótico VSL#3 no mejora el daño hepático 

tiene un papel relevante en la integridad de la barrera intestinal: disminuye el daño 

oxidativo ileal e incrementa la expresión de ocludinas en el íleon en modelo 

experimental de cirrosis hepática inducida por CCl4. En consecuencia disminuye la 

translocación bacteriana. 
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Figura 11. Esquema final del modelo presentado en la hipótesis con los resultados más 
relevantes. 
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