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INTRODUCCION

Aunque existen muchos modelos de experimentacion
con animales, atin no se ha descrito el modelo ideal para
la hepatopatia crénica con encefalopatia hepatica. Distintos
problemas asociados a los modelos han llevado a los inves-
tigadores a desarrollar sus propios modelos experimentales,
a veces unicos, lo que dificulta la comparacién entre los
resultados de los estudios realizados (1). En 2002 se publi-
¢6 un consenso sobre la definicién, la nomenclatura, el
diagnéstico y la cuantificacion de la encefalopatia hepdtica
(EH) (2) en el que se proponian tres tipos de EH: tipo A,
asociado a insuficiencia hepdtica aguda; tipo B, asociado
a la presencia de comunicacién portosistémica (“bypass”)
sin hepatopatia intrinseca, y tipo C, asociado a cirrosis
hepatica. La EH de tipo C se clasifica a su vez segtn la
forma de presentacién en EH espontdnea o episddica, en
relacién con factores precipitantes, EH persistente subdi-
vidida en leve (EH de grado 1), grave (EH II-IV) o depen-
diente del tratamiento (aparicidn precoz tras la retirada del
tratamiento) y finalmente EH minima, como primera mani-
festacion de la EH. La EH de tipo C es la forma més habi-
tual y, desde el punto de vista clinico, la EH episddica por
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descompensacion de una cirrosis hepética es la mas tipica
e importante.

El modelo ideal de EH deberia reproducir la mayoria
de los rasgos clinicos de este sindrome en el ser humano:
se produce principalmente en pacientes con hepatopatia
cronica, lo precipitan factores conocidos, debe ser rever-
sible al corregir los factores precipitantes y debe mejorar
con rifaximina o farmacos reductores del amoniaco, estan-
do intimamente asociado a la alteracién del metabolismo
del nitrégeno y presentando un amplio espectro de inten-
sidades. Como la mayoria de los pacientes con EH tienen
también hepatopatia crdnica, derivaciones portosistémicas,
hiperamonemia e inflamacidn sistémica, seria muy de
desear que los modelos animales incluyeran estos hechos

(Fig. 1).

CIRROSIS INDUCIDA EN RATAS CON
TETRACLORURO DE CARBONO

Este modelo es razonablemente facil de reproducir,
aunque una cifra importante de animales muere durante
el tratamiento con CCl,, especialmente si se mantiene
hasta la aparicion de la ascitis. Multiples grupos han resal-
tado que, generalmente, se suelen detectar pocos cambios
de comportamiento a pesar de alcanzarse hepatopatias
muy avanzadas y descompensadas. Aunque el modelo de
cirrosis bien compensada solo puede servir para investigar
los efectos de la hiperamonemia (HA) (3), que normal-
mente es moderada, se ha observado que no existe nin-
guna reduccion grave de la actividad enzimatica en el
ciclo de la urea (4), lo que se encuentra habitualmente en
los pacientes con cirrosis. Por este motivo, Snodgrass (4)
ha afirmado que el modelo es inadecuado para estudiar
las enfermedades crénicas del higado. Seria interesante
reproducir una fase avanzada de cirrosis, pero la aparicién
de ascitis marcada complica la interpretacion de los resul-
tados en relacién con la conducta de los animales. Por
tanto, el modelo del CCl, ya no se utiliza para investigar
la EH.
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LIGADURA DEL CONDUCTO BILIAR

La obstruccién del conducto biliar principal induce una
cirrosis biliar secundaria parecida a la del ser humano; en
los animales se produce secundariamente insuficiencia
hepética con aparicion de ictericia, hipertension portal (5),
derivacioén portosistémica (6), translocacion bacteriana y
disfuncién inmunitaria (7). Las ratas con ligadura del con-
ducto biliar no presentan encefalopatia aunque los niveles
de amoniaco puedan elevarse (8); sin embargo, estos ani-
males muestran pérdida de la actividad motora espontdnea
(9) y déficit de memoria (10). Se han realizado varios inten-
tos para hallar un modelo que emplee la ligadura biliar —que
es facil de realizar— y pueda dar lugar a episodios claros de
encefalopatia hepatica. En este sentido se ha descrito un
modelo en el que aparecia encefalopatia tras la anastomosis
portocava en ratas cirréticas por ligadura del conducto biliar,
aunque este modelo no resulté ampliamente distribuido
probablemente por la elevada mortalidad de la derivacién
quirdrgica en los animales cirréticos (11). Recientemente
se ha propuesto un modelo que combina la ligadura del
conducto biliar con la alimentacién rica en amoniaco, que
se ha observado que aumenta las concentraciones de amo-
niaco en la sangre y el cerebro (8), pero atin no se han obser-
vado en estos animales alteraciones conductuales que indi-
quen la presencia de encefalopatia. La obstruccién del
conducto biliar impide probar fairmacos que se excreten en
la bilis. No obstante, el modelo de la LCB es facil de realizar
y nos permite estudiar el metabolismo del amoniaco en
combinacién con un entorno inflamatorio. En los estudios
preliminares se ha observado que la reduccion del amoniaco
con fenilacetato de L-ornitina (OP) es eficaz en el modelo
de la LCB. La administracién de OP aumenta la conversion
del glutamato en glutamina estimulando la actividad de la
glutamina-sintetasa en el muisculo con la consiguiente
excrecion de fenilacetilglutamina en la orina, reaccién en
la que se elimina una molécula de amoniacod. Ademas, el
OP normalizé la actividad de la glutaminasa en el tubo
digestivo, indicando que el OP limita eficazmente la pro-
duccién de amoniaco in vivo en un modelo de LCB (9).
Estos resultados indican que el desarrollo de maneras de ac-
tuar sobre estas enzimas para impedir la liberacién de amo-
niaco y prevenir la EH es una estrategia terapéutica valida
en el modelo de la LCB.

DERIVACIONES PORTOCAVA EN LA RATA

Se han realizado muchos estudios en ratas con derivacion
portocava (DPC) que han revelado algunos datos clave
sobre la hiperamonemia en las enfermedades hepéticas (12)
(Fig. 2). Inicialmente surgieron dudas sobre la suficiencia
del modelo para reproducir sintomas que pudieran ser equi-
valentes a los de la EH humana, pero segtin Bengsston y
colaboradores (13-15), ademas de otros autores (16,17), en
el modelo si se han observado alteraciones de conducta,
especialmente en las dreas de la actividad espontdnea en
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Fig. 1. Fisiopatologia de la encefalopatia hepética.

respuesta a entornos nuevos y la actividad exploratoria. Es
mds, se ha observado que estas alteraciones son reversibles
si se aplica al animal un tratamiento eficaz de la EH y, como
se dijo anteriormente, el modelo puede ser importante para
estudiar la EH. En concreto, Conjeevaram y cols. (18) han
demostrado que, afladiendo neomicina al agua para beber de
las ratas con DPC, la actividad motora se reduce después
de exponerlas a un entorno nuevo y oscuro, mientras que
Coy y cols. también lograron esto usando técnicas més
sofisticadas y midiendo las perturbaciones de la actividad
motora circadiana (19). Este grupo también demostré que
las ratas operadas mostraban la misma mejoria cuando se
les administraba una dieta baja en proteinas. Sin embargo,
debe recordarse que el mero hecho de someter a las ratas
auna DPC no puede garantizar la aparicion de alteraciones
conductuales. Otros aspectos, como la técnica quirdrgica
usada o el tamafio del estoma de la anastomosis microvas-
cular pueden influir significativamente en el gradiente de
presion de la derivacidn; también la dieta administrada, el
tiempo desde la intervencion hasta la realizacion del estudio
en las ratas e incluso la edad y el peso de los animales pue-
den afectar a la capacidad de los investigadores para detec-
tar cambios significativos (20,21). Ademas, debe observarse
que puede producirse una neovascularizacidon hepatica
espontinea que desarrolle derivaciones hepatopedales, que
se asocian a recuperacion del peso, disminucién de la HAM
y EH subclinica en estos animales.

Lee y Fisher (22) en 1961 y Bismuth en 1962 (23) des-
cribieron una técnica de anastomosis portacava directa, fiable
y reproducible mediante microsutura vascular, que atin sigue
en vigor gracias a sus buenos resultados y reproducibilidad
por distintos grupos de investigadores. Sin embargo, debido
a la dificultad técnica que conlleva, se han hecho varios
intentos de simplificarla. Funovics (24) en 1974 describi6
una técnica de anastomosis mediada por el uso de un tubo
de teflén con el propdsito de evitar la sutura directa, y Jerkins
(21) en 1988 describi6 otra en la que la unién de las venas
porta y cava se realiza con pegamento de cianoacrilato con
la intencidn de facilitar la manipulacién del vaso microqui-
rargico y, por tanto, la técnica en si. Sin embargo, otros estu-
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1. Exposicion de las venas cava infrahepdtica (izda.) y
porta (dcha.).

3. Anastomosis porto-cava latero-lateral con sutura
continua.

Numata. Microsurgery 1983; 4: 243-4

2. Clampaje lateral y juntas de las venas cava y porta.

4, Ligadura y seccidn de la vena porta proximal y estado final
como anastomosis porto-cava término-lateral funcional.

Fig. 2. Cuatro pasos de la derivacién porto-cava en la rata.

dios que compararon estos tipos de derivacion alternativos
descritos por Bismuth y Lee concluyeron que el gradiente de
presion entre los sistemas portal y de la cava era menor des-
pués de las derivaciones quirtrgicas. Esto indicarfa que la
anastomosis microquirdrgica tiene un indice de viabilidad
a largo plazo superior al de las derivaciones alternativas,
que presentan gradientes mayores por su mayor tendencia
a estar en el periodo postoperatorio. Esto explicaria la varia-
bilidad de los resultados descritos previamente al usar estas
técnicas quirdrgicas alternativas (20).

Numata public6 en 1983 una modificacién de la técnica
que la simplifica en gran medida y hace que resulte mds
facil y reproducible minimizar el tiempo operatorio, una
cuestion esencial para la viabilidad del animal tras la inter-
vencion (25). Esta técnica se basa en una anastomosis
microquirdrgica latero-lateral entre las venas porta y cava
de la rata, permitiendo un mayor calibre de la derivacion
frente a las derivaciones latero-terminales de Lee, Fisher

y Bismuth, y con una tasa teérica menor de estenosis a largo
plazo. Es mds, esta técnica puede usarse para realizar anas-
tomosis latero-laterales, si la derivacién se deja como se
ha descrito, o término-laterales, si se liga y corta la parte
proximal de la vena porta inmediatamente después de la
anastomosis, permitiendo su aplicacion a estudios experi-
mentales con distintos propésitos (Fig. 3).

Como en las ratas no pueden emplearse ni pruebas psi-
cométricas ni el diagndstico clinico de la EH, necesitamos
usar métodos alternativos. Varios autores han descrito la
evaluacion de algunos reflejos y respuestas a estimulos
(26), dificiles de interpretar, y medidas informatizadas de
la actividad (13,14) o los ritmos circadianos (19) que repre-
sentan un paso hacia delante en este sentido. Segtin Mullen
(27), las ratas sometidas a DPC presentan respuestas incier-
tas de actividad motora espontdnea, incluso si se realiza
una derivacion suficiente; se precisa una gran cifra de ani-
males para demostrar alteraciones conductuales significa-
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Los datos se expresan en forma de media + error estandar de la media (EEM)
DPC: Ratas con derivacién portocava

LCB: Ligadura del conducto biliar

SIM: Cirugia simulada

*p < 0,0001 DPC frente a SIM y DPC frente a LCB y LCB frente a SIM

Fig. 3. Niveles plasmaticos de amoniaco en ratas con cirugia simulada, deri-
vacién portocava y ligadura del conducto biliar.

tivas en los animales operados frente a los controles, a pesar
del uso de métodos de medicidn mas sofisticados. También
se han postulado distintos sistemas de medir potenciales
evocados (28) y el andlisis de los patrones encefalograficos
(29), con validacion escasa de los datos en los modelos ani-
males de la EH.

Otro aspecto crucial es la técnica de la derivaciéon. Un
estoma suturado amplio con escasa oclusion vascular y por
un cirujano experto es la base de la larga duracién del cor-
tocircuito portosistémico y serd capaz de reproducir ade-
cuadamente los efectos de la EH comparado con las técnicas
en que la derivacién estd mediada por un “botén” o reali-
zada con cianoacrilato, lo que se asocia a la reversibilidad
de los efectos (27). La complejidad de los estudios para
evaluar la encefalopatia en las ratas en términos de sus alte-
raciones conductuales y la falta de normalizacién no han
llevado a limitar la validacién del modelo a la pérdida de
peso y al estudio de las alteraciones bioquimicas que tienen
lugar en el sindrome de encefalopatia hepatica.

Recientemente se ha publicado un articulo de revision
en relacion con los modelos animales para estudiar la EH
(30) que estipula que la DPC en la rata seria un buen modelo
para la EH de tipo B, donde existe una derivacién porto-
sistémica sin insuficiencia hepdtica. Sin embargo, como
hace notar Gandhi (31), “la DPC es un modelo de atrofia
hepética que cuenta con mas de 100 afios”, haciendo refe-
rencia al trabajo de Hahn en el siglo diecinueve (32) y carac-
terizada en gran detalle en los estudios de Bismuth (33)
durante la década de 1960 del siglo pasado. En sus primeros
trabajos se describe: “el aspecto del higado en la laparoto-
mia realizada unos dias después a las ratas previamente
sometidas a DPC es palido y, después de sacrificar al animal
y pesarlo, se observa una marcada reduccién de su tamafo”.
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Tabla I. Diez pasos de la derivacion portocava

. Usar anestesia inhalada

. Diseccion amplia de las venas porta y cava

. Evitar lesiones vasculares

. Corregir el clampaje lateral de ambas venas

. Tiempo de clampaje inferior a 15 minutos

. Los estomas deben ser de al menos 5 mm

. Sutura trenzada del 7/0 con aguijas cilindricas

. Hemostasis después de retirar el clampaje mediante compresion
suave

. Ligaduray seccién de la vena porta

10. Aislamiento de los animales en jaulas separadas para evitar

lesiones
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Esta disminucién del tamafio hepdtico no es paralela a la
reduccidon del peso de la rata, pues el cociente peso hepa-
tico/peso animal también es menor (34). En el higado, bajo
el microscopio, se observa una atrofia secundaria que no
se acompaila de cambios de composicién en términos de
componentes celulares basicos (agua, lipidos, carbohidratos
y proteinas), ni alteraciones de la arquitectura hepatica.
Parece relacionarse con la atrofia hepatocitaria, que comien-
za muy poco después de la cirugia y puede durar varios
meses durante el periodo postoperatorio (35). Segtn los
estudios de funcién hepatocitaria, se han observado varios
cambios en estas ratas, como un descenso de la produccién
de sales biliares (alrededor del 40%), una menor conjuga-
cion de la bilirrubina, una alteracion del metabolismo de
la eliminacion biliar de determinados tintes, como el verde
de indocianina —usado a menudo como método diagndstico
para evaluar la reserva funcional hepdtica antes de la hepa-
tectomia en los pacientes cirréticos (36)—, y alteraciones
de la agregacion plaquetaria y del metabolismo hepatico de
los farmacos (37).

En la génesis de este fendmeno pueden intervenir fac-
tores hemodindmicos y hormonales. La DPC reduce el flujo
de sangre a través del higado a pesar de haber un aumento
importante, aunque no suficiente, a través de la arteria hepa-
tica. Los argumentos principales a favor de esta hipdtesis
derivan de observaciones experimentales de que la atrofia
se corrige casi del todo tras una transposicidon portocava o
modificacion de la vena porta (38). Es mas, puede aducirse
la responsabilidad sobre el fendmeno de la pérdida de sus-
tancias que pasan por el higado con efecto hepatotrépico,
principalmente de origen pancredtico y que afectan a la
regeneracion hepdtica. Entre ellas, la insulina y el glucagén
han sido las mas estudiadas (39). Bircher admite que “los
aspectos principales de este modelo son la derivacién por-
tosistémica y la pérdida de parénquima funcional hepético
(40), lo que implica que el modelo podria considerarse ade-
cuado para representar las alteraciones de la EH de tipo C”
(que se asocia a CH).

Las lesiones neuroanatémicas que aparecen en la ence-
falopatia de origen hepdtico son parecidas a las de los
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pacientes con hiperamonemia grave a causa de defectos
enzimdticos genéticos en el ciclo de 1a urea. Estos hallazgos
fueron descritos inicialmente por Von Hosslin y Alzheimer
en 1912 (41), y en el caso de las hepatopatias, estas lesiones
son habitualmente reversibles después de corregir los nive-
les elevados de amoniaco. Estas células presentan un niicleo
agrandado muy palido, a veces deforme, con un nucléolo
prominente y un patrén marginal de cromatina, rodeado
por una capa fina de citoplasma y se llaman células de Alz-
heimer de tipo II (42). No es raro encontrar degeneracion
espongiforme de las capas profundas de la corteza cerebral
y los ganglios basales en estos pacientes (43). No existen
estudios de los distintos modelos experimentales de la EH
en que se describan plenamente las alteraciones neuroana-
témicas (44), aunque algunos autores han demostrado la
presencia de tipicas células de Alzheimer de tipo II tras rea-
lizar 1a DPC en las ratas, alteraciones que se consideran las
mas caracteristicas de la EH (45-48).

Pilbeam y cols. publicaron en 1983 (44) un estudio sobre
cerebros de ratas sometidas a DPC y sacrificadas en dis-
tintos momentos tras la cirugia que puso en cuestion la pre-
sencia de astrocitos de Alzheimer de tipo II en los animales
operados. Estudiaron los cerebros de s6lo 8 ratas (2 anima-
les con 2,4, 16 y 30 semanas tras la cirugia). Hallaron que
no habfia diferencias significativas entre los niveles plas-
maticos de amoniaco de los animales operados y los de
control (en ninguno era el amoniaco medio en plasma ni
siquiera el doble que el del grupo de control). En un estudio
de nuestro grupo con 24 ratas, 8 con DPCy 16 en dos gru-
pos de control de 8 cada uno (control y simulacién), los
valores de amoniaco en plasma de las ratas operadas eran
4 a 5 veces mds altos que en los animales de control (49).
Como los detalles de la técnica quirdrgica, como la amplitud
del estoma entre las venas porta y cava, suelen tener impor-
tancia a la hora de reproducir la hiperamonemia en el higado
(20,21), pensamos que quiza hubiera problemas en la téc-
nica quirtrgica del estudio citado que llevaran a producir
niveles bajos de amoniaco en las ratas, siendo este el res-
ponsable de la histologia cerebral andmala.

DERIVACION PORTOCAVA CON OTRAS
MANIPULACIONES

La idea de reproducir los sintomas de la encefalopatia
grave en las ratas (y a veces en perros) ha dado origen al
disefio de distintas manipulaciones en los animales opera-
dos. Una maniobra potencialmente util es la administracion
de resinas de amonio a las ratas con DPC, que aparente-
mente causan una encefalopatia reversible. El amonio admi-
nistrado por otros medios (por ejemplo, i.v.) produce cla-
ramente un coma, aunque ain desconocemos lo que esto
significa en el ser humano. Posiblemente, este coma se aso-
cia a la induccion de edema cerebral, aunque no haya datos
claros sobre este particular. Ademas, no hay datos que
demuestren la reversibilidad del coma. Las ratas normales
alimentadas con acetato de amonio desarrollan hiperamo-
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nemia en grado parecido al de las ratas con DPC pero son
resistentes a la administracién puntual de amoniaco adi-
cional, lo contrario de lo que ocurre con las ratas sometidas
a DPC, como se explic6 anteriormente (50).

La superposicion de una hepatitis toéxica aguda por dime-
til-nitrosamida en perros con DPC se ha visto que induce
una EH grave (51). Otras formas de inducir la EH en ani-
males con DPC son la extraccién de sangre o la toma de
grandes cantidades de proteina en la dieta, que resulta eficaz
en los perros pero no en las ratas. La hepatectomia parcial
también se ha usado en algunos casos en ratas con DPC, o
la DPC en ratas con cirrosis inducida por tetracloruro de
carbono, pero no se comunicaron las alteraciones conduc-
tuales.

Recientemente se han publicado diferentes trabajos en
los que se empled la ligadura biliar completa en ratas con
DPC previa, induciendo una colestasis aguda o subaguda
(11). Este modelo no se ha tipificado del todo y tiene la
dificultad afiadida de que provoca una gran pérdida de peso,
probablemente causada por anorexia o malabsorcion.

En resumen, sigue sin encontrarse el modelo animal ideal
para la EH. La rata con derivacién portocava sigue siendo
el método de referencia para la EH en animales. Otros
modelos mds faciles de ejecutar, como la ligadura del con-
ducto biliar, podrian servir como complementarios. La uti-
lidad de los métodos afadidos precisa ulteriores estudios.
La derivacidn portocava en ratas con cirrosis inducida por
CCL, podria ser interesante pero resulta extremadamente
dificil y la mortalidad es mayor. La dieta con exceso de
amoniaco o la insuficiencia hepdtica inducida con tiaceta-
mida también podria tenerse en cuenta al desarrollar mode-
los combinados. La derivacién portocava es un buen mo-
delo de la encefalopatia hepatica minima y podria servir
para el desarrollo de nuevos medicamentos.
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