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La unidad de investigación en enfermedades hepato-digestivas del Hospital 

Germans Trias i Pujol lleva más de 10 años estudiando la patogenia, el 

tratamiento y la profilaxis de las infecciones que acompañan a la cirrosis 

hepática y que son una de las causas más frecuentes de muerte 

intrahospitalaria de los pacientes cirróticos. Siguiendo en la misma línea de 

estudio de los enfermos cirróticos se ha planteado la necesidad de intentar 

mejorar el tratamiento de otra de las complicaciones que se asocian a la 

cirrosis, la encefalopatía hepática, causa de importantes problemas en estos 

pacientes.  

Para validar nuevos tratamientos es imprescindible disponer de un modelo 

experimental que asemeje al máximo posible a la patología humana a estudiar. 

En el caso de la encefalopatía hepática se dispone de modelos experimentales 

pero ninguno de ellos en animales que presenten, además, cirrosis hepática 

descompensada. Puesto que en clínica es frecuente la encefalopatía hepática 

en pacientes con cirrosis descompensada creemos interesante buscar un 

modelo animal que reúna las dos patologías: la cirrosis hepática 

descompensada y la encefalopatía. 

 El trabajo que se presenta consta de dos partes. En la primera de ellas, 

teórica, se revisa la clínica, fisiopatología, tratamientos y modelos 

experimentales disponibles en la actualidad de encefalopatía hepática. 

Asimismo, se pone de manifiesto la no existencia de modelos de encefalopatía 

hepática en animales con cirrosis descompensada (ascitis) que presenten 

trastornos conductuales secundarios al fallo hepático (encefalopatía hepática). 

La segunda parte consta a su vez de dos trabajos experimentales,  en el 

primero de ellos, se propone un modelo experimental que supla las carencias 

arriba mencionadas y que remede la sintomatología presente en pacientes con 

cirrosis e insuficiencia hepática evolucionada. En el segundo estudio, se utiliza 

el modelo previamente obtenido para valorar el efecto de dos tipos de 

tratamiento de la encefalopatía hepática. Uno de ellos, rifaximina, ya utilizada 

en la práctica clínica habitual, mientras que el segundo, el factor de crecimiento 

semejante a la insulina tipo-I (IGF-I), es un factor de crecimiento que aún se 

encuentra en fase de ensayo clínico. 
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A fin de conservar la unidad de los dos estudios, ya que se trata de 

investigaciones complementarias y con una continuidad temporal, se han 

unificado los objetivos de los dos trabajos y se ha hecho una discusión conjunta 

de los resultados obtenidos. 

Finalmente se recogen las comunicaciones a congresos y las publicaciones 

derivadas de los dos trabajos que se presentan en esta memoria y la 

bibliografía utilizada. 
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1. ENCEFALOPATÍA HEPÁTICA  

Se conoce como encefalopatía hepática (EH) a los cambios producidos en la 

función neurológica como consecuencia de una enfermedad hepática. La EH 

abarca una amplia gama de signos y síntomas neurológicos y 

neuropsiquiátricos que presentan los enfermos con insuficiencia hepática grave 

aguda o crónica1 y que no pueden ser atribuidos a otras enfermedades 

orgánicas, o a enfermedades hepáticas que se asocien a síntomas 

neurológicos, como la enfermedad de Wilson. La EH es especialmente 

frecuente en pacientes cirróticos, pudiéndose presentar hasta en  un 50-70 % 

de los casos2. Es una complicación grave de la cirrosis pues no sólo disminuye 

la calidad de vida sino que la probabilidad de reingreso por este motivo al año 

es del 73,3 %, a los dos años del 86,7% y a los 5 años del 100 %. Asimismo, la 

supervivencia al año del primer episodio de EH es del 58 % y a los 3 años del 

36 %. El único tratamiento curativo es el trasplante hepático. 

1.1 Características Clínicas  

Se trata de un trastorno potencialmente reversible, aunque su presencia es un 

marcador de mal pronóstico en caso de insuficiencia hepática dado que implica 

una escasa reserva hepática funcional. De hecho, es un parámetro presente en 

varias clasificaciones de pronóstico como por ejemplo la de Child-Pugh3   

(Tabla 1): 

  1 Punto 2 Puntos 3 Puntos 

Albúmina sérica > 35 g/dL 28-35 g/dL < 28 g/dL 

Bilirrubina sérica < 2 mg/dL 2-3 mg/dL > 3 mg/dL 

T. Protrombina > 50 % 30-50 % < 30 % 

Ascitis No Leve Severa 

Encefalopatía hepática Ausente Grado I-II Grado III-IV 

Tabla 1. Clasificación de Child-Pugh: Cuando la suma de puntos es de 5-6 se considera como 

insuficiencia hepática leve (Child A). Si puntúa entre 7 y 9 se clasifica como insuficiencia 

hepática moderada (Child B). 10 puntos o más (hasta 15, puntuación máxima) es una 

insuficiencia hepática grave (Child C).  
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Las manifestaciones clínicas de la EH pueden variar desde formas muy leves, 

subclínicas, sólo detectables mediante diferentes cuestionarios y pruebas 

psicotécnicas, pasando por formas apenas detectables clínicamente  como 

cambios de carácter sutiles, pérdida del ciclo sueño-vigilia, a estadios 

confusionales progresivamente más graves que incluso interfieren en la vida 

cotidiana pudiendo llegar a acarrear una grave incapacitación y una 

disminución de la calidad de vida estos pacientes4. La EH puede llegar a ser 

crónica o, en ocasiones, recurrente.  

En los  casos de encefalopatía hepática clínicamente detectable se utilizan los 

criterios de West Haven  para  valorar el grado de la misma5.   

 

Estadio Estado Mental Asterixis  Electroencefalograma 

         I 

Euforia o depresión, confusión 
leve, habla poco clara, desór-
denes del sueño (inversión del 
ciclo sueño-vigilia)  

+/-  Ligeramente anormal  

         II  Letargia, confusión moderada + 

  

Ondas trifásicas lentas 

 

         III  
 Confusión marcada, habla 
incoherente, dormido pero 
despertable  

 

+ 

 

 

 Ondas trifásicas lentas 

 

        IV  
Coma; respuesta inicial a estí-
mulos dolorosos, posteriormente 
sin respuesta 

-  Ondas lentas 

Tabla 2. Estadios clínicos de la E.H de acuerdo con la clasificación de West-Haven.  
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Así pues, el término EH abarca desde un episodio aislado en un paciente con 

una enfermedad hepática crónica hasta un signo más de un fallo hepático 

agudo. Dada la amplitud del término, en el 11º Congreso Mundial de 

Gastroenterología que tuvo lugar en Viena en 1998 se llegó a un consenso 

para estandarizar la nomenclatura de acuerdo con el tipo de patología 

hepática6:  

• Tipo A: Encefalopatía asociada a fallo hepático agudo. 

• Tipo B: Encefalopatía  asociada  a  by-pass  porto-sistémico sin 

enfermedad hepática intrínseca. 

• Tipo C: Encefalopatía  asociada  a  cirrosis  con  hipertensión  portal y/o 

shunts porto-sistémicos.  A su vez se subdivide según las características 

de la clínica neurológica en: 

a) Episódica:            

a.1)   Precipitada. Los factores desencadenantes suelen ser:   diuréticos,   

infecciones, hemorragia gastrointestinal,... (Tabla 3) 

 a.2) Espontánea. Hay que descartar previamente la presencia de 

factores   precipitantes. 

a.3)  Recurrente. Cuando se presentan dos o más episodios al año de 

EH.        

      b)  Persistente: Implica déficits cognitivos que impactan negativamente en 

las funciones sociales y ocupacionales. Las anomalías no-cognitivas 

persistentes (por ejemplo: alteraciones extrapiramidales o alteraciones 

del sueño) requieren una clasificación distinta. La EH persistente se 

subclasifica según el grado de pérdida de autonomía (ver criterios de 

West Haven) en: 

 b.1)  Leve: EH grado 1.   

b.2)  Moderada-grave: EH grado 2 a 4. 
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b.3) Tratamiento-dependiente: cuando presenta sintomatología clínica 

tras cesar el tratamiento. 

      c) Mínima: Aquellos casos en que sin presentar clínica evidente de EH 

presenta cambios sutiles en la actividad diaria habitual como un menor 

nivel de energía, alteración del ciclo sueño-vigilia, etc. 

En caso de pacientes con cirrosis, la fisiopatogenia por la que pueden 

presentar EH es la suma de varios factores. Los más importantes son: 

• La presencia de circulación colateral que realiza un efecto de by-pass 

del hígado (shunt). El grado de shunt, probablemente, esté en 

relación a la cantidad  de sustancias nitrogenadas que fluye por la 

circulación colateral. 

• El grado de insuficiencia hepatocelular: a menor capacidad 

depurativa del hígado mayor acúmulo de sustancias nitrogenadas 

procedentes del intestino  que interfieren en las funciones cerebrales, 

mediante la alteración  en el funcionamiento de los neurotransmisores 

que afecta la conciencia y el comportamiento. De forma experimental, 

se ha descrito que los sistemas neurotransmisores afectados son el 

sistema glutamatérgico, dopaminérgico, serotoninérgico, GABA-

érgico  y catecolaminérgico1. 

En el caso de pacientes con fallo hepático fulminante, el motivo por el cual 

presentan encefalopatía hepática no está tan relacionado con la presencia de 

circulación colateral sino que el mecanismo parece ser la formación de edema 

cerebral agudo. Éste puede ser  de origen vasogénico (acumulación de líquido 

en el espacio extracelular por alteración de la barrera hematoencefálica) o  

bien, de tipo citotóxico (acumulación de líquido intracelular, principalmente en 

los astrocitos). Blei et al7 demostraron, en un estudio realizado en conejos con 

hepatitis fulminante inducida por galactosamina, un incremento progresivo del 

agua intracerebral  que se correlaciona con la gravedad de la encefalopatía.  
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1.2  Fisiopatología de la EH   

Dado el comportamiento clínico de esta entidad, es poco probable que la causa 

desencadenante sea única. Al contrario, parece que puede existir más de un 

factor independiente y que interactúen entre sí e, incluso, se ha postulado que 

pudieran tener un efecto sinérgico8. Se ha observado que los pacientes con 

cirrosis presentan un descenso de los niveles plasmáticos de aminoácidos de 

cadena ramificada y un aumento de los aminoácidos aromáticos en el cerebro. 

Otros factores que potencialmente podrían estar involucrados son niveles altos 

de manganeso, radicales libres de oxígeno, péptidos opioides circulantes, 

citoquinas inflamatorias, reducción de los neurotransmisores serotoninérgicos y 

depleción de los antioxidantes endógenos del sistema nervioso central9.  

Las teorías más estudiadas y por tanto mejor conocidas son:  

 

1.2.1  Circulación de neurotoxinas    

Desde hace muchos años, el debate se ha centrado en el origen intestinal de 

las toxinas. Ya en 1952, se evidenció el alto contenido en  nitrógeno de este 

tipo de toxinas como lo demuestra la presencia de EH cuando hay un aporte 

excesivo de productos nitrogenados, por ejemplo glutamina, o bien en caso de 

estreñimiento por un déficit de eliminación de las mismas10. 

·Amonio   

Es considerado el principal responsable de la EH dado que en estudios 

realizados por Weber et al se objetivó que:   

a) Las medidas terapéuticas que disminuyen las concentraciones de amonio 

plasmático mejoran el grado de conciencia11. 
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b) El mecanismo de acción de diversos factores precipitantes puede explicarse 

a través de un incremento de las concentraciones de amonio plasmático12. 

c) El amonio es una toxina que procede principalmente del colon y, en gran 

parte, es producida por la flora intestinal13.  

En 1978, se demostró que en el intestino humano se generan nitritos y nitratos  

mediante procesos de  nitrificación  realizada por bacterias heterotrópicas14. 

Posteriormente,  se objetivó que los mamíferos pueden catalizar la formación 

de óxido nítrico (NO) a partir de nitrogeno de la L-arginina. El NO participa en 

funciones fisiológicas del cuerpo humano en el sistema cardiovascular, 

inmunológico y nervioso central. A pesar de todo esto, la mayoría del nitrógeno 

es ingerido, asimilado y excretado en estado oxidativo15.  

 Parece que la amoniogénesis depende del metabolismo de los aminoácidos 

(principalmente glutamina) en la mucosa del intestino delgado y de la 

metabolización de la urea por las bacterias del colon.  Se ha observado que la 

actividad de la glutaminasa intestinal (PAG) (phosphate-activated intestinal 

glutaminase) es casi cuatro veces mayor en los pacientes cirróticos respecto al 

grupo control16. También se ha demostrado a nivel experimental en rata 

portadora de una derivación portocava un incremento de la actividad de la PAG 

de los enterocitos17. Esto podría explicar algunos aspectos ya descritos como 

seria el incremento de los niveles de amonio tras una sobrecarga de glutamina 

en pacientes cirróticos pero que no ocurre en personas sanas o en pacientes a 

los que se les sometió a un trasplante hepático con éxito16,18,19. Asimismo 

también se ha detectado concentraciones más altas de amonio en la vena 

porta en  los pacientes cirróticos portadores de una derivación intrahepática 

portosistémica (TIPSS)20. El mecanismo fisiopatológico por el cual este enzima 

está incrementado todavía no es conocido pero se ha demostrado que la 

glutaminasa es activada por el glucagón y por la angiotensina-II. Al mismo 

tiempo, se ha observado una hiperglucagonemia en pacientes cirróticos16,21,22. 

Se ha evidenciado que la glutamina y la PAG son esenciales para el 

mantenimiento del recambio de los enterocitos evitando así la atrofia intestinal, 

así como, también juegan un papel en el mantenimiento de la respuesta 

inmune contra las infecciones intestinales23. 
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Habitualmente el amonio se detoxifica mediante  síntesis de urea en el hígado. 

Se considera que el hígado sano metaboliza por esta vía el 90 % del amonio 

que le llega por la vena porta24. La capacidad de sintetizar urea está disminuida 

en los pacientes cirróticos debido a su disfunción y a los shunts portosistémicos 

intra y extrahepáticos25.  

Una vía alternativa para la detoxificación del amonio es la síntesis de glutamina 

con el consiguiente incremento de sus niveles plasmáticos. En este momento el 

sistema muscular adquiere una gran importancia25, ya que es allí donde el  

glutamato reacciona con el amonio formando glutamina. 

A causa del incremento del amonio plasmático en los pacientes con EH se 

produce un aumento en el porcentaje de amonio que llega al sistema nervioso 

central26 (SNC). Este incremento es debido posiblemente a la presencia de 

trastornos de la microcirculación cerebral27. A pesar de ello se ha observado 

que el grado de concentración de amonio plasmático no se correlaciona con la 

intensidad de la EH, dado que existen diferencias individuales en el paso de 

amonio al SNC. Sin embargo, se ha demostrado que los valores de glutamina 

en el líquido cefalorraquídeo, un índice de la exposición cerebral a amonio, sí 

que guardan buena relación con el grado de EH28.  La permeabilidad de la 

barrera  hematoencefálica al amonio está incrementada y el incremento de 

amonio en el SNC conlleva un mayor depósito de esta sustancia  en los 

ganglios de la base y en el cerebelo lo que genera una disfunción motora y la 

presencia de síntomas extrapiramidales9. La hipótesis conocida como “el 

caballo de troya”, refiere que este exceso de amonio se intenta compensar 

mediante la conjugación de éste con el glutamato formando glutamina a través 

de la glutamina-sintetasa en el retículo endoplasmático liso, asimismo la 

glutamina es hidrozilada en la mitocondria por la PAG liberándose amonio y 

radicales libres que alteran la permeabilidad mitocondrial y facilita el edema 

astrocitario inducido por amonio272.  

Los efectos deletéreos del amonio sobre el SNC son múltiples. Por acción 

directa disminuye la actividad de la enzima α-cetoglutarato deshidrogenasa, por 

lo que inhibe el metabolismo energético cerebral29. Además, en la insuficiencia 
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hepática fulminante las concentraciones muy elevadas de amonio serían las 

responsables de la formación de potenciales de acción neuronales, que 

conducen a una acción proconvulsiva30. Asimismo, puede causar diversas 

alteraciones de la neurotransmisión31: interfiere con la neurotransmisión 

excitadora porque afecta al tránsito entre neurona y astrocito de glutamato y 

monoaminas, que son sustratos y compuestos neuroactivos en múltiples 

sistemas de neurotransmisión excitadora32. Además, el amonio tiene efectos 

agonistas sobre la transmisión gabérgica33, que es el principal sistema 

neurotransmisor inhibidor. El GABA actúa en la membrana de la neurona 

postsináptica activando un canal de cloro. (Ver apartado 1.2.3).  

El ciclo de la urea es responsable de la eliminación del 90 %  del exceso de 

nitrogeno y de la producción de arginina para la síntesis de proteínas  o la 

conversión a urea. Un fallo del sistema implica un acúmulo de amonio y 

secundariamente de glutamina. Además, la arginina  deviene un aminoácido 

esencial  excepto si el fallo afecta al enzima final, la arginasa34. 

La mayor parte de la ureogénesis ocurre en el hígado, el cual contiene los 

cinco enzimas implicados en el ciclo de la urea: carbamil-fosfato sintetasa-I, 

ornitina transcarbamilasa, ácido arginino-succínico sintetasa,  arginosuccinasa 

y arginasa. Estos enzimas se encuentran sobre todo en los hepatocitos 

periportales, concretamente dos de ellos (carbamil-fosfato sintetasa-I y ornitina 

transcarbamilasa) en la matriz mitocondrial de los hepatocitos y en el intestino. 

Los otros tres (ácido arginino-succínico sintetasa, arginosuccinasa y arginasa) 

a nivel del citosol de las células hepáticas, pero también se hallan presentes en 

otros tejidos extrahepáticos como riñón y cerebro. La succinil-arginina y la 

arginosuccinasa se hallan también en los fibroblastos (tejido muscular). De ahí, 

que cuando el hígado no puede metabolizar el amonio por insuficiencia 

hepática, el riñón, el tejido muscular, el intestino e incluso el cerebro 

metabolizan, al menos parcialmente, el amonio (Figura  1). 
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Figura 1: El ciclo del amonio (producción, metabolismo y excreción) y su relación con los 

diferentes órganos del cuerpo humano. 

 

Otra fuente de amonio sería el riñón.  La glutamina circulante, a nivel renal, se 

convierte en amonio. La excreción de amonio por la orina juega un papel 

importante en la regulación del equilibrio ácido-base15, cuando se produce una 

situación de acidosis los niveles plasmáticos de glutamina permanecen 

estables, por lo que para mantener estos niveles, otros órganos han de 

aumentar la excreción de glutamina. Se ha demostrado en ratas que la 

acidosis estimula el incremento de excreción de glutamina en el músculo, por 

el contrario, el hígado habitual consumidor de glutamina deviene un productor 

de ésta15.  

 

 

· Benzodiacepinas   

   

La administración de benzodiacepinas se considera un factor desencadenante 

de EH en pacientes cirróticos. Las benzodiacepinas son el grupo farmacológico 

más empleado en el tratamiento de la ansiedad. La primera de ellas, el 
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clordiacepóxido, se introdujo en 1957 y abrió el camino para la 

comercialización de una gran cantidad de otros derivados. Sus acciones 

farmacológicas: acción ansiolítica, relajante muscular, anticonvulsionante e 

hipnótica se deben a que mimetizan los efectos del GABA. La acción del GABA 

permite la entrada del ión cloro (Cl-) dentro de las neuronas lo que lleva a su 

hiperpolarización. Como consecuencia la neurona se vuelve menos sensible a 

los estímulos activadores por lo que se produce un estado de inhibición 

neuronal. Es posible potenciar este efecto mediante la acción facilitadora de 

las benzodiacepinas que actúan sobre el sitio benzodiacepínico del complejo 

del receptor GABAA; este efecto no se produce en ausencia de GABA. 

 

El efecto de las benzodiacepinas modifica la disposición estructural 

tridimensional del receptor, potenciando el efecto de apertura del canal de 

cloro por la acción del GABA. Esta acción se conoce como modulación 

alostérica (región de la enzima que modula la actividad de la enzima). 

Al mismo complejo de receptor GABAA se fijan otros fármacos como la 

picrotoxina, los barbitúricos, el alcohol o algunos péptidos endógenos que lo 

hacen en puntos diferentes y con efectos también diferentes35,36 pero que 

podrían tener una acción parecida a las benzodiacepinas (benzodiapezinas-

like)37.   

 

El flumacenilo es un  antagonista benzodiacepínico; en realidad se trata de un 

agonista parcial con mínima actividad intrínseca. Su vida media plasmática no 

llega a los 60 minutos por lo que debe administrarse de forma repetida en caso 

de intoxicación por benzodiacepinas de semivida larga. Este mecanismo de 

acción podría explicar  la presencia, en los estudios, de un subgrupo de 

pacientes (en torno al 30%) que mejora su grado de EH gracias a la 

administración de flumacenilo 37, sin haber se administrado benzodiacepinas.  

 

· Manganeso  

 

El manganeso es un neurotóxico que afecta tanto a las neuronas como a los 

astrocitos (genera cambios tipo II de Alzheimer38).  Se han objetivado niveles 

elevados de manganeso en plasma y en tejido cerebral en pacientes con 
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cirrosis fallecidos en coma hepático39. El metabolismo del manganeso no es 

del todo bien conocido pero parece que en este tipo de pacientes el incremento 

de manganeso se produce por derivación de sangre portosistémica y por una 

eliminación biliar deficiente40. Se considera que la acumulación de manganeso 

origina el incremento característico de la señal T1 que se observa en la 

resonancia magnética cerebral41. Estos cambios parece que corresponden a 

un depósito anómalo de manganeso, especialmente en el núcleo caudado y en 

el globus pallidus. Estos hallazgos han sido corroborados en estudios 

post.mortem en pacientes cirróticos fallecidos en coma hepático42,43,44. Aunque 

la correlación entre las concentraciones plasmáticas de manganeso y las 

manifestaciones clínicas de EH no es buena45, se cree que por similitud con la 

intoxicación crónica por manganeso, el incremento de este elemento podría ser 

el responsable de los síntomas extrapiramidales que se observan con la 

progresión de la enfermedad hepática ya que la neurotoxicidad del manganeso 

afecta principalmente a la neurotransmisión dopaminérgica 44 . 

 

 

1.2.2  Astrocitos  

Los astrocitos son las células más abundantes del cerebro; son células de 

sostén. Tienen gran actividad metabólica y su función principal es la de regular 

el microambiente cerebral mediante un control estricto de la concentración de 

sustancias del compartimento intersticial. Asimismo, determinan el 

funcionamiento neuronal regulando la cantidad de iones extracelulares y de 

neurotransmisores en las sinapsis46. Se ha descrito que en los casos de EH los 

astrocitos presentan cambios morfológicos caracterizados por un núcleo pálido, 

grande, edematoso, lobulado, con la cromatina dispuesta en la periferia y con 

un nucleolo prominente. En los casos de EH crónica pueden tener inclusiones 

de nitrógeno. Todos estos hallazgos neuropatológicos son propios de células 

de Alzheimer tipo II47,48. Estos cambios en las células gliales sólo se evidencian 

en la materia gris como neocórtex, ganglios de la base, tálamo y el cerebelo, 

siendo mucho menos frecuente en el tronco cerebral y en la médula espinal y, 

muy raramente, se hallan en el hipocampo. No se han encontrado en la materia 

blanca. 



  Introducción  

 16 

Los estudios realizados en cultivos de células astrocíticas han objetivado que la 

presencia de dosis altas de amonio inducen la formación de células de 

Alzheimer tipo II49. Asimismo, la hiperamoniemia no sólo altera 

morfológicamente la célula, sino que también puede alterar su funcionalidad, 

disminuyendo la actividad de la monoaminaoxidasa (MAO), que es el principal 

enzima implicado en el metabolismo de algunos de los neurotransmisores 

(catecolaminas, serotonina)47. Dosis 10mM de cloruro amónico reducen la 

capacidad de los agonistas β-adrenérgicos para incrementar los valores 

intracelulares de AMP-cíclico, alterando la fosforilación de proteínas e 

induciendo una franca disminución en el contenido de la proteína ácida glial 

que es crucial para el mantenimiento de la forma celular. Todos estos cambios 

podrían contribuir al desarrollo de edema cerebral47,49.  Se ha propuesto que el 

edema astrocitario, no sólo  es consecuencia del efecto osmótico del 

metabolismo del amonio, sino  también del incremento de la osmolaridad 

intracelular, que se produce tras la síntesis de glutamina en el astrocito. Otros 

factores que podrían intervenir en el desarrollo de edema astrocitario son el 

efecto de las citoquinas y la acción de las benzodiacepinas50. El astrocito 

dispone de un sistema para contrarrestar el incremento de osmolaridad, que 

incluye la disminución de mioinositol intracelular51. Este mecanismo explicaría 

el hallazgo, mediante resonancia espectroscópica, de un incremento de 

glutamina y una disminución del mioinositol cerebral en la EH52. 

 Por tanto, parece que la disfunción astrocitaria, secundaria al edema de estas 

células, podría ocasionar alteraciones neuronales, que causarían las 

manifestaciones neurológicas de la EH50. Estudios de neuroimagen han 

confirmado la presencia de signos de edema cerebral leve en pacientes con 

cirrosis hepática53. Asimismo, por lo que se ha observado en la resonancia 

magnética se podría establecer una asociación entre la función neuronal de la 

vía corticoespinal y el desarrollo de signos de edema en esta vía54,55, que 

apoyarían la hipótesis de que el edema astrocitario causaría una disfunción 

neuronal. 
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1.2.3  Sistemas  de neurotransmisión  

Los sistemas de neurotransmisión afectados en la EH son los mediados por 

glutamato y GABA, sistema excitador e inhibidor respectivamente. Pero 

probablemente, haya más alteraciones implicadas, que aún no están bien 

establecidas.  

· Glutamato  

El glutamato y el aspartato son aminoácidos dicarboxílicos presentes en  

concentraciones elevadas en el cerebro y que poseen efectos excitadores 

sobre las neuronas de cualquier región del SNC56.  

El  L- glutamato cerebral que se sintetiza en la terminación nerviosa procede, a 

través del ciclo de Krebs, de la glucosa y posterior transaminación de α-

oxoglutarato. Otra fuente de glutamato es la glutamina sintetizada en la glía, 

que es transportada hasta la terminación nerviosa donde, gracias al enzima 

glutaminasa, se produce glutamato. El mensajero formado es después captado 

y se almacena en vesículas sinápticas. Cuando es liberado actúa como 

neurotransmisor sobre los receptores específicos de la neurona postsináptica.  

Existe también un proceso de recaptación sináptica de glutamato de alta 

afinidad que desempeña un papel muy importante en la membrana plasmática 

al mantener los niveles extracelulares de glutamato por debajo de las 

concentraciones que pueden producir excitotoxicidad.  

Los receptores del glutamato son cuatro tipos:  

- NMDA (ácido-N-metil-D-aspartato): Es un receptor excitador que posee 

varios centros de modulación alostérica que son: a) un lugar de fijación del 

L- glutamato que promueve la apertura de un canal de alta conductividad 

que permite la entrada de iones sodio y calcio generando numerosos 

procesos de señalización intracelular; b) un lugar de fijación de la glicina 

(transmisor inhibidor más importante en la médula espinal) que tiene una 

acción facilitadora sobre el receptor NMDA de glutamina y el glutamato sea 

efectivo; c) Un lugar de fijación de la fenciclidina y otros  antagonistas no 



  Introducción  

 18 

competitivos relacionados como la dizolcipina (de eficacia controvertida en 

el tratamiento de las enfermedades cerebro-vasculares) y la ketamina 

ubicados dentro del canal (bloqueo con canal abierto); d) Un lugar de 

fijación del ión magnesio que es el responsable que sea un canal 

dependiente de voltaje; e) un lugar de inhibición de fijación de otros iones 

divalentes, situado cerca de la entrada del canal y fija el cinc para producir 

un bloqueo independiente de  voltaje y; f) un lugar regulador que fija 

poliaminas (espermina y espermidina) facilita la transmisión mediada por el 

receptor NMDA56. 

-    AMPA: α-amino-3-hidroxi-metilixosazol-4-propiónico. 

- Kainato: Tanto este receptor como el AMPA  median acciones sinápticas 

excitadoras rápidas  que están asociadas a canales de apertura 

independiente de voltaje, canales que conducen corrientes despolarizantes, 

primordialmente debidas a la entrada de sodio. Algunos receptores de 

kainato se localizan en terminaciones presinápticas GABA-érgicas 

mediando así una disminución de la liberación de este neurotransmisor 

inhibidor.  

-   Receptor metabotrópico formado por una familia de ocho subtipos que media 

la variación de los niveles intracelulares de inositoltrifosfato y Ca2+ libre. 

Están mediados principalmente por proteínas G y, por lo tanto, son 

generadores de respuestas sinápticas lentas. La amplia distribución de estos 

receptores y la prevalencia del glutamato como neurotransmisor son hechos 

indicativos de su importancia como moduladores del SNC56.  

Se cree que el glutamato está implicado en  el proceso de detoxificación de 

amonio produciendo glutamina. En diferentes estudios, tanto en animales de 

experimentación como en tejidos obtenidos de pacientes fallecidos en coma 

hepático57, se ha objetivado una disminución de los niveles de glutamato 

intracerebral, así como alteraciones en los transportadores y receptores de 

glutamato  (Figura 2). 
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Figura 2: Los principales elementos de la neurotransmisión excitadora glutamatérgica incluyen: 

a) el ciclo glutamato-glutamina entre astrocito y neurona. En el astrocito se sintetiza glutamina 

a partir del glutamato recaptado por los transportadores GLT-1 y GLAST. La glutamina llega a 

la neurona, donde se transforma en glutamato, que se almacena en vesículas junto al 

glutamato que proviene de la recaptación neuronal mediada por el transportador EAAC 

(excitatory amino-acid carrier) produciéndose un aumento de los niveles de glutamina en el 

líquido cefalorraquídeo (LCR) b) Para detoxificar el amonio plasmático se produce una 

estimulación de la metabolización de glutamato a glutamina en los astrocitos, que se elimina 

por el líquido cefalorraquídeo (LCR) y por la sangre venosa, y c) la acción del glutamato 

extracelular sobre diferentes tipos de receptores se altera con la presencia de amonio 

inhibiéndose su recaptación por el astrocito, lo que provoca un aumento del glutamato en la 

hendidura sináptica58.  

 

· Ácido- γγγγ-aminobutírico  (GABA) 

Fue identificado por primera vez como constituyente químico del SNC en 1950 

y alcanza concentraciones muy elevadas de orden milimolar mucho mayores 

que las detectadas en el caso de las aminas neurotransmisoras por ejemplo las 

catecolaminas, de orden nanomolar. Se considera el principal neurotransmisor 

inhibidor del sistema nervioso central, pues se encuentra en aproximadamente 

un 30 % de las sinapsis del cerebro y de la médula espinal56. 
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 Se sintetiza a partir del glutamato, en las neuronas presinápticas, catalizado 

por la descarboxilasa de L-glutamato. No obstante, buena parte del GABA y del 

glutamato utilizados como neurotransmisores derivan del pool de glutamina 

existente en las células gliales. La principal vía de inactivación de GABA es 

mediante un sistema específico de transporte activo dependiente de sodio cuya 

proteína responsable se halla tanto en la neurona como en la glía. El GABA 

tiene una función dual como neurotransmisor y como intermediario metabólico, 

por lo que es captado por la glía y por las neuronas. Se han descubierto cuatro 

formas distintas del transportador de GABA, tres de ellas ubicadas tanto en la 

glía como en la neurona. Este aminoácido neurotransmisor es inactivado 

también por la acción secuencial de los enzimas GABA-transaminasa (GABA-

T) y semialdehído succínico-deshidrogenasa, dando lugar a metabolitos 

intermedios que pueden ser empleados para la síntesis de glutamato. La 

GABA-T es una proteína mitocondrial de localización tanto neuronal como glial 

y es inhibida por el fármaco anti-epiléptico vigabatrina56
. 

El GABA actúa como neurotransmisor de numerosas interneuronas locales de 

trayecto corto como, por ejemplo, las células en cesto del cerebelo y el 

hipocampo, las células de Purkinje del cerebelo, las células granulares del 

bulbo olfatorio y las células amacrinas de la retina. Además, en algunos casos 

es el transmisor de ciertos tractos de mayor longitud, como las vías eferentes 

que parten del estriado que se proyectan al globo pálido y a la zona reticular de 

la sustancia negra. 

Los receptores del GABA están ubicados tanto en el astrocito como en las 

neuronas centrales. Se conocen tres subtipos: 

- GABAA de localización postsináptica. Es el más abundante, interviene en 

los procesos rápidos de neurotransmisión de tipo inhibidor que conduce a la 

reducción de la excitabilidad de la membrana celular. Éste puede ser 

modulado alostéricamente por tres grupos de fármacos, las 

benzodiacepinas, los barbitúricos y los alcoholes. Se han descrito siete 

clases de subunidades polipeptídicas (α,β,γ,δ,ε,θ y ρ) y múltiples isoformas 

para cada clase, actualmente hay identificadas 18 unidades. 
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-  GABAB de localización pre y postsináptica pertenece al grupo de los 

receptores metabotrópicos acoplados a proteína G. Su acción consiste en 

mediar la inhibición presináptica sobre terminales nerviosos y la inhibición 

postsináptica en pericarios y dendritas.  

- GABAC se sabe que existe un tercer receptor activado por los análogos del 

GABA del que aún se desconocen muchos aspectos.  

La proteína integral de membrana que interactúa con el GABA es el receptor  

GABA-benzodiacepínico. Cuando interactúan se produce un aumento de la 

conductancia del ión cloro en la membrana postsináptica de las células 

nerviosas, inhibiendo las descargas neuronales59.  

 Un descenso en la concentración de glutamato podría conllevar una 

disminución de la síntesis del neurotransmisor. Asimismo, se ha sugerido que 

el fallo hepático se asocia a una degeneración de los terminales GABAérgicos 

y, por tanto, a un descenso de la  síntesis de GABA60.   

En el paciente con EH existe un aumento del tono GABAérgico. Posiblemente 

este incremento del tono GABAérgico podría ser el resultado de un aumento en 

la disponibilidad de GABA extracelular o ligandos de receptores a 

benzodiacepinas. En el SNC el amonio se combina con α-cetoglutarato para 

formar glutamato, el cual a su vez sufre un proceso de amidación y produce 

GABA y las alteraciones mencionadas podrían resultar en una rotura de los 

mecanismos homeostáticos finos de este neurotransmisor inhibitorio por un 

aumento en su biodisponibilidad47
. 

· Serotonina  

La serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT) se identificó en 1948 y se demostró 

que se origina en las plaquetas. Posteriormente, se detectó en el aparato 

digestivo y en el SNC donde actúa como neurotransmisor. Actualmente se 

considera que es un mediador que interviene de forma complementaria en 

muchas funciones pero no es responsable de ninguna de ellas, por lo que se 

considera que sería una especie de “mediador sin cartera”61.  
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El precursor de la serotonina es el triptófano, un aminoácido derivado de la 

dieta, que es captado por las neuronas y se convierte en 5-HT tras la 

intervención de la triptófano hidroxilasa y una descarboxilasa62.  Actúa sobre 

siete tipos de receptores (numerados del 1 al 7) con varios subtipos en el caso 

de los receptores 5-HT1 y 5-HT2. Todos son receptores acoplados a proteínas 

G, excepto   5-HT3  que es un canal catiónico.  Los receptores 5-HT1 se 

encuentran principalmente en el SNC y sus principales efectos consisten en 

inhibición neuronal y vasoconstricción61. 

Las funciones en las que interviene la serotonina son la regulación del ciclo 

sueño-vigilia, el estado de ánimo y el aumento del apetito. Por otra parte se 

sabe que un déficit de serotonina produce respuestas exageradas como 

respuestas de evitación a estímulos que normalmente no producirían este 

efecto. Parece que podría intervenir también en la regulación de la temperatura 

corporal, la tensión arterial y la función sexual62.  

En pacientes con EH, se ha objetivado una elevación de los niveles de 

serotonina probablemente debido a un aumento de la captación de triptófano 

(precursor de la serotonina) a través de la barrera hematoencefálica. Las 

alteraciones en el ciclo sueño-vigilia podrían ser explicadas por el exceso de 

serotonina47. 

 · Catecolaminas   

Se conocen como catecolaminas a la dopamina, noradrenalina y adrenalina. Se 

caracterizan por contener en su estructura química un grupo aromático catecol 

unido a una cadena lateral etilamino. La noradrenalina es el neurotransmisor 

primordial en el sistema nervioso simpático periférico, mientras que la 

adrenalina se libera fundamentalmente en la médula suprarrenal. La dopamina 

es un importante neurotransmisor en los ganglios basales del SNC aunque 

también posee acciones periféricas fundamentalmente acciones 

cardiovasculares y renales.  

Para sintetizar las catecolaminas se requiere la actividad de cuatro enzimas. El 

primer paso consiste en la hidroxilación del anillo fenólico del aminoácido L-
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tirosina mediante el enzima tirosina-hidroxilasa, dando lugar a L-

dihidroxifenilalanina (L-dopa). Posteriormente intervienen los enzimas dopa-

descarboxilasa (se forma dopamina), dopamina-β-hidroxilasa (se sintetiza L-

noradrenalina) y finalmente, gracias a la acción del enzima feniletanolamina-N-

metiltransferasa se obtiene la L-adrenalina.  

La actividad de la tirosina-hidroxilasa se relaciona con los niveles tisulares de 

catecolaminas: este enzima aumenta su actividad cuando se estimula el 

simpático y se inhibe cuando los niveles tisulares de catecolaminas aumentan.  

 En relación con la EH se han postulado varias hipótesis sobre la posibilidad 

que en estos pacientes exista una alteración del enzima tirosina-hidroxilasa y 

se pudieran sintetizar aminas con menor actividad intrínseca que competirían 

con  las catecolaminas por sus receptores, dando lugar a una disminución del 

tono simpático. 

 

1.2.4  Otras teorías  

· Muerte celular de las neuronas  

Se ha asumido que la muerte celular de las neuronas es mínima en los casos 

de fallo hepático y es insuficiente para dar síntomas neuropsiquiátricos 

característicos de la EH.  Sin embargo y contrariamente a lo que se piensa, se 

han descrito varias enfermedades donde el daño celular e incluso la muerte 

neuronal están presentes en pacientes con fallo hepático como la degeneración 

hepatocerebral, parkinsonismo relacionado con la cirrosis, mielopatía post-

shunt y la degeneración cerebelar. Asimismo, se piensa que existen 

mecanismos compensatorios que incluyen la hipotermia, una menor regulación 

(down-regulation) de los receptores NMDA, la presencia de esteroides 

neuroprotectores como la allopregnanolona y la movilización de citoquinas 

antiinflamatorias como la IL-10. Estos hallazgos sugieren que las “secuelas” 

como la pérdida de memoria, la marcha atáxica, la confusión en los pacientes 

post-trasplantados podrían deberse patología neuronal previa63. 
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· EH en la hepatitis crónica C  

Muchos de los pacientes infectados por el virus de la hepatitis C (VHC) se 

quejan de fatiga crónica y de alteraciones cognitivas. A pesar de que algunos 

expertos lo atribuyen a los efectos psicológicos de saber que se sufre esta 

enfermedad, algunos autores han podido demostrar la presencia de estos 

síntomas en pacientes que desconocían que estuvieran infectados por el VHC. 

En los últimos años, varios grupos de investigadores han publicado distintos 

trabajos donde se evidencian diferentes déficits de atención y de memoria en la 

hepatitis  crónica C64,65. Asimismo, se han observado por resonancia magnética 

multimodal alteraciones a nivel cerebral. Se trata de una reducción significativa 

de volumen así como alteraciones microestructurales en el córtex prefrontal 

dorsolateral, la ínsula, el cerebelo y el estriado. También se han realizado 

resonancias magnéticas espectroscópicas que muestran una disminución en la 

intensidad de la señal del N-acetil-aspartato/creatina y/o un incremento en la 

señal de colina/creatina66. Recientemente, se han evidenciado alteraciones en 

la capacidad del transportador de dopamina y serotonina en este tipo de 

pacientes.  

Aunque las teorías sobre estos déficits varían de unos autores que piensan que 

es debido a la infección crónica por el virus de la hepatitis C64, 66, mientras que 

otros opinan que las alteraciones neuropsicológicas detectadas en las pruebas 

realizadas en los pacientes con hepatopatía crónica, independientemente de su 

etiología, están en relación con el grado de fibrosis, es decir, a mayor grado de 

fibrosis peores resultados en las pruebas realizadas y, por tanto, una menor 

calidad de vida. Asimismo, los resultados obtenidos sugieren que estas 

alteraciones pueden ser previas a la presencia de cirrosis67.   

· Posible predisposición genética a padecer encefal opatía 

hepática  

Es bien conocido que el amonio es una de las causas principales de EH. Como 

se ha descrito anteriormente la fuente principal de amonio proviene de la 

absorción de éste por el intestino y su drenaje por el sistema portal. La 
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actividad de la PAG duodenal está incrementada en casi cuatro veces en los 

pacientes con cirrosis, si bien, no todos ellos desarrollan EH tras una 

sobrecarga de glutamina16. Para estudiar estas diferencias inter-individuales, se 

realizó un estudio para demostrar la asociación entre los polimorfismos 

genéticos y el riesgo de desarrollar EH. Recientemente, (datos sin publicar) 

Romero-Gomez en el Internacional Symposium on Hyperammoniemia and 

Hepatic Encephalopathy (Valencia, septiembre 2007) presentó los resultados 

de un trabajo donde se seleccionaron 5 haplotipos (TGTC, TGTG, TGCG, 

TACG, CACG) en función del riesgo de los pacientes de presentar EH tras una 

sobrecarga de glutamina oral y evidenciaron una correlación entre el haplotipo 

TACG y una mejor función hepática con menor producción de amonio y un 

menor riesgo de EH.  

·   Mecanismos a nivel molecular  

-   Papel de las citoquinas: El edema cerebral puede ser debido a muchas 

causas tales como traumatismos, isquemia o trastornos metabólicos entre 

otros. Un hallazgo frecuente en estas situaciones es que se desencadene 

una respuesta inflamatoria que puede favorecer la formación de edema 

cerebral. Uno de los eventos críticos para desarrollar edema cerebral es la 

rotura de la barrera hemato-encefálica que puede ser generada y mediada 

por varios mediadores proinflamatorios como citoquinas, quimioquinas, 

mediadores oxidativos…Estos mediadores no tan sólo regulan la cantidad 

de leucocitos extravasados en el parénquima cerebral sino que también 

actúan sobre las células endoteliales en los complejos de unión de las 

células endoteliales incrementándose así la permeabilidad de la barrera 

endotelial que favorece el edema vasogénico. Respecto a las quimioquinas, 

una de las más frecuentemente observada es la MCP-1 ( monocyte 

chemoattractant protein-1 ) que puede causar remodelación del complejo de 

unión interendotelial y reordenamiento de la actina del citoesqueleto 

endotelial que se considera un proceso subyacente en la vía de formación 

de edema paracelular entre las células endoteliales del cerebro68. 
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-  Papel del estrés oxidativo: In vitro se ha evidenciado que el edema 

astrocitario es inducido por la hiposmolaridad, el amonio, las 

benzodiacepinas y las citoquinas inflamatorias que se acompaña de la 

inducción de una respuesta de estrés nitrosativo/oxidativo involucrando las 

isoenzimas de NADPH oxidasa y nNos69. Se ha observado que, tanto in 

vivo como en cultivos de astrocitos, el amonio induce un aumento de los 

radicales libres que conlleva una disminución de los niveles de glutation así 

como de los enzimas antioxidantes (glutation peroxidasa, superóxido 

dismutasa y catalasa), además se da un incremento en la producción del 

radical superóxido. Como consecuencia de este estrés oxidativo se 

produciría edema cerebral, parece que los antioxidantes  bloquean el 

edema astrocitario inducido por amonio. Aunque se desconoce con 

exactitud como actúa el estrés oxidativo/nitrosativo en el edema astrocitario, 

se ha descrito que el estrés nitrosativo también tiene un papel en la 

neurotoxicidad inducida por el amonio, pues se ha evidenciado una mejoría 

con los inhibidores de la óxido nítrico sintetasa273.  

 -   Papel de los enzimas colinérgicos a nivel cerebral: Se ha postulado que 

podría haber una relación entre la disfunción del sistema colinérgico a nivel 

cerebral y la EH en animales cirróticos70. Se realizó  un estudio en ratas 

cirróticas con ligadura del conducto biliar y se estudió la actividad de la 

acetilcolinesterasa y la acetiltransferasa (enzimas colinérgicos presentes en 

el córtex cerebral) evidenciándose un incremento en la actividad catalítica 

del enzima acetilcolinesterasa mientras que la acetiltransferasa se mantenía 

estable. Este incremento de la actividad de la acetilcolinesterasa conlleva 

un descenso de los niveles del neurotransmisor acetilcolina. Esto hallazgos 

concuerdan con los observados en el córtex frontal de los pacientes con EH 

donde también se ha evidenciado un  desequilibrio entre los enzimas 

colinérgicos con mayor actividad de la acetilcolinesterasa (incremento de 

aproximadamente un 30 %) sin acompañarse de cambios de la 

acetiltransferasa70. 

-  Papel de los neurotransmisores glutamatérgicos. Se ha demostrado que la 

neurotransmisión glutamaérgica está alterada a diferentes niveles en los 
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pacientes con fallo hepático e hiperamoniemia. Se han descrito alteraciones 

a nivel ionotrópico del receptor NMDA, así como en las vías de transducción 

asociadas a este receptor71. Las alteraciones a nivel ionotrópico en los 

receptores de glutamato producen un incremento a nivel del calcio 

intracelular que se une con la calmodulina y activa la síntesis del óxido 

nítrico que produce una activación de la guanilato ciclasa y a su vez genera 

un incremento del guanosin-monofosfato cíclico (cyclic Guanosine 

monophosphate –cGMP-). Esta vía modula importantes procesos cerebrales 

tales como el ritmo circadiano (ritmo de sueño-vigilia) y algunas formas de 

aprendizaje y memorización72. Parece que estas alteraciones ocurren 

selectivamente en las neuronas sin afectar a los astrocitos73. 

 

1.3.  Alteraciones asociadas a la cirrosis que infl uyen en la EH  

La EH es una de las complicaciones de la cirrosis en fase evolucionada, pero 

no es la única. Otras manifestaciones de la cirrosis son debidas a la 

hipertensión portal que genera: descompensación ascítico-edematosa, 

desarrollo de circulación colateral como varices esófago-gástricas y la rotura de 

éstas produciendo hemorragia digestiva. Asimismo la cirrosis produce 

alteraciones en el sistema inmunitario, complicaciones hematológicas como 

anemia, alteraciones de la coagulación, alteraciones endocrinas (feminización, 

hipogonadismo, diabetes…), así como complicaciones cardiológicas y 

pulmonares como el síndrome hepatopulmonar o el porto-pulmonar.  

De todas las complicaciones que pueden presentarse en la cirrosis, 

destacaremos las alteraciones del sistema inmunitario con el consiguiente 

aumento de la tasa de infecciones y la mayor probabilidad de bacteriemias, lo 

que puede desencadenar un episodio de EH.  
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1.3.1 Alteración del Sistema Inmunitario de los Pac ientes con 

Cirrosis  

· Inmunidad local  

Los pacientes cirróticos presentan un déficit en la secreción local (intraluminal) 

y biliar de IgA, lo que favorece la adhesión bacteriana a la superficie 

intestinal74, por lo que las bacterias adheridas a la superficie enterocitaria son 

fagocitadas por los macrófagos del sistema GALT y transportados a los GLM. 

Si a este nivel fracasa la lisis intracelular, las bacterias quedan indemnes para 

la migración sistémica75. Asimismo, dadas las múltiples alteraciones 

inmunitarias sistémicas que presentan estos pacientes (alteración del 

funcionalismo de los neutrófilos, de la inmunidad humoral y celular)16, 68-72, la 

barrera inmunitaria intestinal está probablemente poco preservada.  

· Inmunidad sistémica  

La llegada del germen a la circulación general pone en marcha una serie de 

mecanismos inmunológicos para eliminarlo. El sistema retículo-endotelial 

hepático constituye el principal mecanismo de defensa contra las bacteriemias 

y las infecciones con diseminación hematógena, como la peritonitis bacteriana 

espontánea (PBE)76, 77. La activación del sistema del complemento producido 

por la bacteriemia provoca la lisis directa del microorganismo (capacidad 

bactericida) o bien su recubrimiento por los componentes del complemento, la 

fibronectina y las globulinas. Las sustancias mediadoras de esta cascada 

inmunológica, y en concreto la fracción C5a del complemento, actúan como 

quimiotácticos de los neutrófilos que en último término destruirán la bacteria. 

Todos estos mecanismos están alterados en los pacientes cirróticos que 

presentan infecciones bacterianas78. 

1) Alteración del sistema retículo-endotelial hepático. Este sistema está 

formado por una serie de macrófagos (células de Kupffer en el caso del 

hígado) situadas en las paredes endoteliales que tienen como misión 

principal destruir bacterias y otras partículas ajenas al organismo. El 90 % 



  Introducción  

 29 

de la capacidad fagocítica del sistema retículo-endotelial del organismo se 

concentra en el hígado. 

Se ha demostrado que los pacientes con depresión de la actividad 

fagocítica del sistema retículo-endotelial desarrollan más bacteriemias y/o 

peritonitis bacterianas espontáneas en comparación con los que tienen la 

capacidad de este sistema conservada79. Asimismo, en un modelo 

experimental en ratas cirróticas la administración endovenosa de E.Coli 

provoca una bacteriemia significativamente más prolongada que en los 

controles sanos, lo que sugiere indirectamente una alteración en el sistema 

retículo-endotelial80. 

La patogenia de la depresión de este sistema es multifactorial. Por una 

parte, la capilarización de los sinusoides hepáticos y la presencia de 

derivaciones tanto intrahepáticas como extrahepáticas, anatómicas o 

funcionales, hacen que una parte del flujo  sanguíneo hepático no esté en 

contacto directo con las células de Kupffer, por lo que impide que puedan 

realizar su función77,81,82. La correlación directa evidenciada entre la 

actividad del sistema retículo-endotelial y los niveles de 

gammaglobulinas79,83 favorecen esta teoría, si bien existen controversias 

sobre la relación entre la actividad del sistema retículo-endotelial y el grado 

de insuficiencia hepatocelular79,83,84. Por otra parte, la disminución de la 

actividad opsónica sérica que presentan los cirróticos (mediada por el 

complemento, la fibronectina y los anticuerpos específicos) repercute en la 

actividad del sistema retículo-endotelial haciendo inviable la fagocitosis 

bacteriana. Además, existen otros cofactores como el shock hipovolémico y 

la malnutrición que también deprimen la actividad de este sistema. Por 

último, se ha sugerido que los pacientes con insuficiencia hepática 

avanzada  presentan una disfunción de los receptores Fc-gamma de los 

macrófagos, impidiendo así su función fagocítica y lo que condiciona una 

mayor susceptibilidad a las infecciones sistémicas graves85. 

Por todo ello,  la actividad de este sistema está alterado en los pacientes 

con cirrosis lo que conlleva  una elevada incidencia de bacteriemias.  
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2)  Alteración de la inmunidad humoral y celular. Los pacientes cirróticos 

presentan una inmunidad humoral específica conservada, con títulos 

elevados de anticuerpos contra microorganismos y productos de la 

dieta86,87. En cambio, presentan una depresión de la inmunidad inespecífica 

(capacidad opsónica y bactericida del suero). Concretamente, la capacidad 

sérica contra E. Coli está especialmente disminuida en pacientes con 

cirrosis avanzada88. Lo mismo sucede con la capacidad opsónica, dado que 

presentan déficits de las principales opsoninas, como el complemento y la 

fibronectina89,90. Pese a la importancia de estas alteraciones, que 

contribuyen a prolongar la bacteriemia, el papel de la depresión de la 

capacidad opsonizante y bactericida del suero parece ser menos 

determinante en la patogenia de la PBE que la alteración observada en el 

líquido ascítico. La alteración de la inmunidad celular descrita en los 

pacientes cirróticos (disminución de la activación y proliferación de los 

linfocitos T)91 parecen tener poca relevancia en la patogenia de la peritonitis 

bacteriana espontánea. 

3) Alteración de los neutrófilos. Los neutrófilos constituyen el mecanismo 

fundamental de eliminación de los gérmenes de los tejidos. Una elevada 

proporción de cirróticos presentan una disminución de la quimiotaxis de los 

neutrófilos, como inhibidores plasmáticos de la migración granulocítica. Las 

alteraciones observadas en la capacidad fagocítica se pueden explicar por 

agotamiento de la degranulación de los neutrófilos ante múltiples estímulos 

antigénicos circulantes76, 87, la falta de producción de metabolitos oxidativos 

por parte de los polimorfonucleares92 y por déficit de opsoninas sistémicas. 

Además, algunos factores que alteran el funcionalismo de los neutrófilos 

como el enolismo, la malnutrición y la diabetes se asocian con frecuencia a 

la cirrosis93,94. 

4)  Alteración de la inmunidad del líquido ascítico. La presencia de ascitis es 

una condición imprescindible para la aparición de PBE77, 95, 96. La capacidad 

antimicrobiana del líquido, pese a ser de 5 a 10 veces inferior a la del suero, 

puede conseguir eliminar gérmenes, evitando la progresión de la infección. 

Pese a la importancia del paso de gérmenes intestinales a la circulación 
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general y de los factores que condicionan la bacteriemia prolongada, si la 

integridad inmunitaria del líquido está conservada probablemente no 

aparece la infección97,98. Por tanto, las características inmunitarias del 

líquido ascítico han demostrado ser un factor determinante en la aparición 

de PBE.  

En los pacientes cirróticos, la capacidad opsónica y bactericida está disminuida 

en comparación con la ascitis de origen no cirrótico y con el exudado peritoneal 

normal90. Evidentemente, no todos los cirróticos tienen la misma actividad 

antimicrobiana, sino que depende de directamente de la concentración de 

proteínas90, de los niveles de C3
99, 100 y la fibronectina en el líquido ascítico. El 

parámetro más sencillo y útil para determinar el riesgo de infección de la ascitis 

es la concentración de proteínas, que se correlaciona bien con los niveles de 

C3, fibronectina y con la actividad opsónica. La capacidad antimicrobiana es 

mínima cuando los niveles de proteínas son inferiores a 10 g/L. Varios estudios 

han enfatizado la importancia de la concentración de proteínas en la ascitis 

como factor predisponente de la aparición del primer episodio de PBE101,102 y 

de la recidiva de la infección103. El complemento y la fibronectina actúan al igual 

que en el suero, como opsoninas de forma que el déficit de ambos 

condicionará una dificultad en la fagocitosis de las bacterias por los neutrófilos 

y los macrófagos. Se ha evidenciado que las citoquinas como Il-6 y el TNF 

están característicamente elevadas durante la PBE  y se cree que pueden 

favorecer el desarrollo de insuficiencia renal asociada a la PBE 104-106. 

Las concentraciones bajas de proteínas, C3 y fibronectina observadas en 

pacientes cirróticos es de causa multifactorial; un déficit en la síntesis 

hepática76, un efecto de la dilución y un efecto de consumo del complemento 

por el paso constante de gérmenes o sus productos de degradación al líquido 

ascítico99. En este sentido, se ha observado que la eliminación de la flora 

aeróbica mediante descontaminación intestinal selectiva, al disminuir el paso 

de enterobacterias a la circulación sistémica y al líquido ascítico, disminuye el 

consumo de factores del complemento y aumento los niveles de C3 en ambos 

líquidos107. 
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· Translocación bacteriana  

El tracto digestivo de los humanos y los animales está colonizado por bacterias, 

tanto endógenas como exógenas, que pueden atravesar la barrera mucosa 

intestinal  y alcanzar lugares extraintestinales como ganglios linfáticos, hígado, 

bazo, riñones, cavidad peritoneal y sangre.  

La translocación bacteriana (TB) se define como el paso de bacterias viables 

desde la luz intestinal hasta los ganglios linfáticos mesentéricos (GLM) u otras 

vísceras del organismo108.  El término fue inicialmente empleado por Keller y 

Engley en 1958 para describir el paso de bacteriófagos administrados por vía 

oral desde la luz intestinal hacia la sangre o los GLM109. La existencia de este 

fenómeno se ha demostrado de múltiples maneras que, directa o 

indirectamente, confirman la evidencia de este paso. Estas son: 

A- Cultivo de gérmenes viables en los GLM o en la vena porta. Numerosos 

estudios han demostrado repetidamente que el cultivo de los GLM es la 

técnica más adecuada para identificar la TB.  Los   GLM   en    humanos y 

en animales de experimentación son estériles en situaciones 

normales109,110-112. El cultivo de sangre portal, sangre periférica o bazo son 

alternativas menos sensibles para evidenciar la TB. 

B- Visualización por microscopia del paso de gérmenes a través del epitelio 

intestinal o de las placas de Peyer. La microscopía  óptica con tinciones de 

hematoxilina-eosina y Gram permite visualizar los microorganismos en las 

vellosidades o en el interior de las criptas, pero la correcta visualización de 

los gérmenes a nivel intracelular sólo se consigue con técnicas de 

microscopía electrónica de scanning113,114. 

Asimismo, las técnicas de inmunofluorescencia con antisueros son útiles 

para localizar gérmenes específicos en la mucosa y en la submucosa 

intestinal114. La TB se produce sobretodo a nivel de los enterocitos del íleon 

terminal y ciego75,116 tanto a través de un epitelio intestinal intacto como 

lesionado115. 
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C- Cultivo del mismo gérmen en sangre y en heces. La constatación de una 

cepa del mismo gérmen en sangre y en heces confirma de manera 

ineludible la existencia de translocación bacteriana. Ello se puede demostrar 

mediante técnicas fenotípicas (antibiotipaje y biotipaje para enterobacterias, 

y serotipaje para pseudomona aeruginosa116) así como por técnicas de 

hibridación de material genético.  

· Mecanismo de translocación bacteriana   

La hipótesis más ampliamente aceptada sobre el mecanismo de TB postula la 

existencia de dos procesos diferenciados: uno lento, por endocitosis de las 

bacterias, y otro rápido a través de soluciones de continuidad de la mucosa 

intestinal75. 

 -   En el proceso lento las bacterias se adhieren a la mucosa intestinal 

mediante, probablemente, el contacto entre el glicocálix de la bacteria y el 

de las microvellosidades del enterocito. Esta unión está inhibida por la 

inmuglobulina tipo A (IgA) cuyo mecanismo de acción es el bloqueo de la 

adherencia bacteriana a los receptores del enterocito117,118. Cuando las 

bacterias alcanzan la lámina propia, en condiciones normales, son 

destruidas por los macrófagos o por los linfocitos del sistema GALT (gut 

associated lymphoid tissue –tejido linfoide del tubo digestivo)117,119 o bien 

transportados a los GLM locorregionales, siendo en este lugar donde se 

produce la presentación antigénica75. En los casos en que se produce una 

alteración inmunitaria, un exceso de gérmenes, u otras causas, los 

macrófagos se limitan al transporte de las bacterias hacia los ganglios 

mesentéricos sin proceder a su destrucción.  

-   En el proceso rápido la TB sucede cuando hay una lesión evidente de la 

mucosa con paso masivo de gérmenes a la lámina propia120,121. Únicamente 

en esta situación se ha descrito la translocación de gérmenes anaerobios 

intestinales, lo que es infrecuente en otras circunstancias75,120. 

Es posible que ambos procesos de TB puedan coincidir en un mismo individuo. 

La ruta del gérmen translocado puede ser linfática o sanguínea a través del 
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sistema portal dependiendo de múltiples factores, pero parece que la vía lenta 

de translocación es principalmente linfática, mientras que en la translocación 

rápida es predominantemente portal109,119,122
. 

· Causas de Translocación bacteriana  

La TB se produce cuando se produce una alteración importante, ya sea de la 

barrera mecánica o inmunitaria, de la mucosa intestinal. Los mecanismos 

principales de defensa son la integridad de la barrera intestinal e inmunitaria, 

así como, la presencia de la microflora que impide el sobrecrecimiento 

bacteriano. En varios estudios75,77, 109,120,121,123-125 se han demostrado varias 

causas de translocación de las bacterias de la luz intestinal como el shock 

hemorrágico, sobrecrecimiento bacteriano, malnutrición, depresión de la 

inmunidad local, etc. 

Existen descritas varias causas de sobrecrecimiento bacteriano intestinal en 

pacientes con una cirrosis; la alteración de la motilidad gastrointestinal (tránsito 

enlentecido debido a la cirrosis sea la causa que sea, al consumo de alcohol, la 

aclorhidria gástrica), alteración de la barrera epitelial (mayor adhesión 

bacteriana, lesión de la mucosa gástrica, disminución del flujo sanguíneo 

intestinal) o la alteración de la inmunidad local y sistémica. 

Respecto a la inmunidad local, varios estudios experimentales demuestran que 

las células plasmáticas secretoras de IgA interfieren en el control del primer 

paso de los microorganismos a través de la mucosa intestinal. La IgA inhibe 

específicamente la adherencia de las bacterias intestinales a la mucosa por lo 

que se evita la colonización de la superficie118. La secreción de IgA reduce la 

penetración en la lámina  propia de patógenos no endógenos como el Vibrio 

cholerae126 y salmonella enteriditis127 e impide la unión de la flora endógena a 

los enterocitos, evitando así su translocación. De hecho,  se ha evidenciado en 

varios estudios experimentales la correlación inversa que existe entre el 

número de células plasmáticas y la incidencia de translocación bacteriana75,117.  

Los macrófagos se localizan a nivel de los GLM para evitar la translocación 

bacteriana desde el tubo digestivo hasta los vasos linfáticos. Asimismo, las 
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células T también juegan un papel importante en la defensa inmunológica 

frente a la translocación bacteriana tal y como demostró Owens et al128 en un 

estudio experimental con ratones sometidos a timectomía donde se evidenció 

mayor TB de la flora endógena del tracto digestivo hacía los GLM, el bazo, el 

hígado y los riñones frente a controles sanos (28 frente al 3 %). Asimismo, se 

ha probado la inactivación específica de distintas poblaciones de linfocitos T, 

mediante la administración intraperitoneal de anticuerpos monoclonales anti-

CD4 y anti-CD8 en ratones, demostrándose su depleción mediante citometría 

en el epitelio intestinal, lámina propia, ganglios linfáticos mesentéricos y bazo, 

comprobando el aumento de la translocación de E.Coli a los GLM129.  

En resumen, los linfocitos T son mediadores en la inmunidad frente a la TB, y  

los macrófagos y/o polimorfonucleares son las células efectoras que destruyen 

a dichas bacterias. 

El papel de las inmunoglobulinas en el suero es el de actuar como opsoninas 

aumentando la eficacia de la fagocitosis y la destrucción subsiguiente de las 

bacterias por los macrófagos. Tal y como se evidenció, tras la administración 

endovenosa de IgG anti-E.coli en ratones no se reduce el número de E.coli 

translocadas hacia los GLM, pero sí se reduce la diseminación desde los GLM 

hacía el bazo, riñón, hígado y sangre129, 130. Por tanto, su función principal es la 

de reducir la diseminación de aquellas bacterias que ya hayan penetrado la 

barrera intestinal más que inhibir el paso a través de la misma. 

Las bacterias son fagocitadas  por los macrófagos del sistema GALT y 

transportadas a los ganglios linfáticos. Si a este nivel fracasa la lisis 

intracelular, las bacterias quedan indemnes para la migración sistémica75. Así 

pues, todos los componentes del sistema inmunológico: inmunidad local (IgA 

secretada), inmunidad mediada por células (macrófagos y linfocitos T) e 

inmunidad humoral (inmunoglobulinas séricas) están implicados en la defensa 

frente a la translocación bacteriana.  
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· Endotoxemia  

Las endotoxinas son lipopolisacáridos (LPS) constituyentes de la pared 

bacteriana de los gérmenes gram negativos que están presentes en la luz 

intestinal como consecuencia de la lisis bacteriana. El paso de endotoxinas a 

sangre en condiciones normales no es habitual pero es frecuente tras un 

traumatismo mecánico o térmico y en casos de sepsis131. 

La translocación de las endotoxinas (el paso de bacterias de la luz intestinal al 

torrente sanguíneo) se produce a través del enterocito, apareciendo en la 

lámina propia o en el interior de los macrófagos, difundiendo desde aquí a la 

submucosa y entre los espacios intercelulares de la pared muscular hasta la 

serosa114,119. El drenaje de las endotoxinas se puede vehiculizar tanto por la 

circulación portal como por la linfática131, aunque es improbable la presencia de 

endotoxinas en sangre portal en los humanos salvo si presentan patología 

hepática o gastrointestinal131,132. En este caso, las células de Kupffer son las 

responsables de eliminarlos y evitar el paso a la circulación sistémica, aunque 

esta función se encuentra alterada en los pacientes con sepsis por gérmenes 

gram negativos o con cirrosis79, 132. 

El mecanismo por el cual la endotoxemia promueve la TB no está bien 

establecido, pero se cree que están implicados numerosos procesos 

patogénicos: 

1) Alteración de la flora intestinal favoreciendo el sobrecrecimiento de 

gérmenes gram negativos cecales (debido a hipoperfusión o por alteración 

de la motilidad).  

2) Alteración de la inmunidad del huésped (activación de los linfocitos T) y 

depresión del sistema retículo endotelial hepático. 

3) Aumento de la permeabilidad intestinal, probablemente secundaria a 

mediadores que liberen los macrófagos, Il-1, Pg 2 o por activación del 

complemento133. 
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En 1997, se objetivó que la endotoxemia está directamente relacionada con la 

alteración de la adherencia bacteriana. Se ha observado que la administración 

de endotoxinas por vía sistémica provoca un aumento de la adherencia de 

enterobacterias a la mucosa intestinal, que se traduce en un aumento de TB de 

estas bacterias asociándose, por tanto, la acción de la endotoxina a una 

pérdida de funcionalidad de la barrera mucosa134.  

En los pacientes cirróticos se han observado anomalías en la mucosa intestinal 

caracterizadas por congestión vascular y edema119, 135 que son atribuidas a la 

hipertensión portal.  Se ha utilizado un modelo experimental de hipertensión 

portal prehepática136 evidenciándose que la translocación a los GLM está 

significativamente aumentada al poco tiempo de inducir la hipertensión portal 

pero no a largo plazo. El mecanismo por el que la hipertensión portal aguda 

aumenta la TB se debe a un daño en la mucosa intestinal por la congestión 

venosa aguda, el edema y la isquemia, que histológicamente se traducen en 

edema de la submucosa del ciego y linfangiectasias ileales, que se derivan de 

la estenosis aguda de la vena porta. Las diferencias con los modelos de 

hipertensión portal crónica que podrían explicar esta diferente tasa de TB 

serían la presencia de shunts porto-sistémicos y el grado de hipertensión 

portal. Se ha visto que en los estadios iniciales de la estenosis de la vena porta 

la presión es mayor que en estadíos posteriores, ya que los shunts 

descomprimen parcialmente el sistema portal137. En los modelos de 

hipertensión portal crónica, los cambios en la mucosa intestinal no son tan 

evidentes y en los pacientes cirróticos son aún menos frecuentes138 lo que 

sugiere que existen otros mecanismos, además de la alteración de la mucosa 

intestinal, probablemente más importantes para promover la TB en los 

pacientes cirróticos. Estos mecanismos podrían ser el deterioro del sistema 

inmune de defensa y la evidencia del sobrecrecimiento bacteriano135, 139. 
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1.4  Hipótesis Patogénica Global  

La cirrosis hepática es la causa principal de la EH, si bien no todos los 

cirróticos la presentan. Por lo que, la cirrosis per sé es el factor predisponente 

pero no es el desencadenante. 

 Tal y como se ha mencionado previamente, la fisiopatogenia de la EH es 

multifactorial, siendo el amonio la causa  principal y la más conocida. De hecho, 

las causas de hiperamoniemia son muchas pero básicamente se pueden 

subclasificar en dos tipos por déficit de excreción del mismo (básicamente 

insuficiencia hepática y la derivación porto-sistémica que impide el paso 

hepático)  o por exceso de aporte, es decir, una mayor absorción del amonio de 

la dieta, una mayor concentración de amonio intestinal debido al trastorno de la 

motilidad intestinal con sobrecrecimiento bacteriano que genera una mayor 

endotoxemia e infecciones que conlleva un aumento de las citoquinas 

proinflamatorias.  

La hiperamoniemia a nivel cerebral genera cambios morfológicos en los 

astrocitos, lo que conlleva su disfunción y, además, podría asociarse con la 

muerte neuronal. Además de las alteraciones a nivel de la barrera 

hematoencefálica, el exceso de amonio también produce alteraciones a nivel 

molecular ya sea en los receptores o en las moléculas transportadoras que 

conlleva una disfunción de los sistemas de neurotransmisión neuronal, con el 

consecuente desarrollo de trastornos neurológicos clínicamente detectables 

que producen un deterioro de la calidad de vida del paciente.  

En los últimos años, se ha señalado que podría existir cierta predisposición 

genética así como se ha evidenciado  una alteración del enzima de la PAG en 

los pacientes cirróticos que favorece la hiperamoniemia. 

Como se puede ver en la figura 3 todas las teorías propuestas anteriormente  

interaccionan entre sí, a pesar de ello, el peso de cada una de ellas es difícil de 

establecer. 
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Figura 3: Esquema-resumen de los principales mecanismos fisiopatológicos de la EH. 

 

 

1.5  Diagnóstico de la EH  

El diagnóstico de la EH es de exclusión. Es decir, se han de descartar 

previamente todas las posibles causas de alteración de la conducta o del nivel 

de conciencia. Entre las posibles causas de alteración de las funciones 

superiores hay que descartar todos los posibles trastornos metabólicos, 

procesos infecciosos, lesiones ocupantes de espacio o lesiones vasculares 

intracraneales9. 

El factor precipitante más frecuente es un incremento brusco de los niveles de 

amonio. La determinación de dicho incremento puede ser útil en los pacientes 
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con fallo hepático agudo, dado que se ha observado una correlación entre los 

niveles de amonio y la gravedad de la EH, así como el riesgo de edema y de 

herniación cerebral140.  Se pueden determinar los niveles de amonio plasmático 

tanto a nivel arterial como venoso siendo la amoniemia venosa ligeramente 

más baja por la metabolización del mismo en el músculo141. Sin embargo, en 

los pacientes cirróticos se ha evidenciado que no hay una correlación entre el 

grado de EH y la amoniemia plasmática, pero sí con la concentración de 

amonio cerebral. Al parecer, la barrera hematoencefálica impide el paso de los 

iones, por lo que, el grado de EH depende de la permeabilidad de la barrera 

hematoencefálica y de la cantidad de amonio que alcanza el cerebro. Se ha 

observado que los pacientes con insuficiencia hepatocelular más avanzada 

presentan mayor permeabilidad de la barrera hematoencefálica141.  Además del 

incremento de la amoniemia, existen otros factores desencadenantes que 

pueden provocar EH (Tabla 3). 

 

A. Incremento de la amoniemia :             

                                           ·  Exceso de ingesta proteica  

                                           ·  Azoemia 

                                            · Hemorragia gastrointestinal 

                                            · Estreñimiento 

                                            · Infecciones 

                                            · Transfusiones de sangre                                                     

 
 

B. Diselectrolitemia y trastornos metabólicos :    

                                           · Hipopotasemia 

                                           · Hiponatremia  

                                           ·  Alcalosis 
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C. Disminución del aclaramiento de toxinas :    

                        · Deshidratación 

                        · Restricción de líquidos 

                        · Diuresis excesiva 

                       ·  Paracentesis 

                        · Diarrea  

                        · Hipotensión (2aria a hemorragia, vasodilatación sistémica,…)                                             

                        · Derivación portosistémica (espontánea o yatrogénica) 

 
 

D. Deterioro de la función hepática :                 

                       · Progresivo deterioro de la enfermedad hepática:  

                                 -   abuso continuado de alcohol 

                                  -  progresión de la lesión hepática de origen vírico                                                                                            

                        ·  Desarrollo de un carcinoma hepatocelular 

                        ·  Fallo hepático agudo 

 
 

E. Fármacos :   

                      ·   Diuréticos 

                      ·   Alteran los sistemas neurotransmisores: benzodiacepinas, drogas  

                          psicoactivas 

 

Tabla 3: Factores precipitantes de EH. 
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Aunque el diagnóstico de EH suele ser clínico y habitualmente no se utiliza en 

la práctica clínica, se ha evidenciado que la EH puede mostrar alteraciones en 

el registro electroencefalográfico (EEG) que aunque no son específicas pueden 

ser de ayuda para el diagnóstico.  Los cambios EEG observados presentan una 

cierta correlación con la gravedad de la EH, y consisten en una lentificación 

difusa del trazado, que del ritmo alfa normal a 8-13 ciclos/segundo pasa a 

ritmos theta (5-7 ciclos/segundo) y en fases más avanzadas a ondas de mayor 

amplitud y frecuencia llamadas ondas delta. Las ondas "trifásicas" suelen 

aparecer en esta última fase y, aunque no son patognomónicas, sí son 

altamente sugerentes de EH por lo que son útiles para evaluar la respuesta al 

tratamiento y  para excluir otras patologías58.   

Entre un 30-60 % de los pacientes cirróticos presentan EH mínima sin signos 

clínicos9. La importancia  del diagnóstico precoz de  EH se ha puesto de 

manifiesto en los últimos años ya que aún en estadios iniciales de la EH se 

produce un claro deterioro de la calidad de vida del paciente cirrótico pese a 

que aún no se han presentado episodios clínicos142,143.  Así mismo, se ha 

evidenciado144 que en este tipo de pacientes un resultado alterado en la prueba 

de sobrecarga oral de glutamina se ha asociado con una menor supervivencia. 

 Actualmente, el método diagnóstico más utilizado por su accesibilidad, 

reproducibilidad, sensibilidad y especificidad son las pruebas psicométricas143. 

A pesar de que existen muchos tests y por ello muchas combinaciones  de 

estos mismos para poder explorar los principales defectos neuropsicológicos, 

desde una alteración en la habilidad motora fina  hasta  un déficit de atención, 

que se observan en cirróticos con EH mínima,  el conjunto de test más 

utilizados  habitualmente en la práctica clínica  son los descritos por 

Weissenborn y colaboradores que son conocidos globalmente como 

“Psychometric Hepatic Encephalopathy Score“(PHES)145. 

El PHES  está compuesto por  un total de cinco tests que incluyen dos pruebas 

de conexión numérica (tipo A y tipo B), un test de símbolos y números, test del 

marcado seriado y uno de la línea quebrada. 
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• El test de conexión numérico tipo A. En una hoja se exponen 25 

números desordenadamente y el paciente los ha de unir por orden 

ascendente (del uno al 25) en el menor tiempo posible y sin cometer 

errores. En caso de error, el paciente tiene que corregirlo antes de 

continuar. Se valora el tiempo utilizado en realizar el ejercicio. 

• El test de conexión numérico tipo B. En este ejercicio se combinan los 

números (del uno al trece) con 12 letras (de la A a la L). Hay que 

conectar los números alternándolos con las letras en el menor tiempo 

posible y corrigiendo los posibles errores. Se valora el tiempo utilizado 

en realizar el ejercicio. 

• El test de símbolos y números. Cada cuadrado muestra un número en 

la parte superior y un símbolo en la parte inferior. Cada símbolo 

conecta con un número. La prueba consiste en rellenar con símbolos 

los cuadrados vacíos completando tantos cuadrados como se pueda 

en 90 segundos, sin saltarse ningún cuadro ni cometer errores. 

• Test del marcado seriado. En una hoja hay 10 filas de círculos. La 

prueba consiste en puntear el centro de cada círculo y completar la 

hoja en el menor tiempo posible. Se valora el tiempo requerido en 

realizar el ejercicio. 

• Test de la línea quebrada. El paciente tiene que dibujar una línea 

continua entre las 2 líneas dadas. Al hacerlo, no deberá tocar ni cruzar 

las líneas pintadas. Se valora el número de errores y el tiempo que ha 

precisado para completar la prueba. 

El rendimiento en los tests se ve influido por la edad y el nivel de estudios, por 

lo que es necesario comparar los resultados obtenidos con los datos de un 

grupo control sano, ajustado por la edad y el nivel de estudios. Actualmente, 

están disponibles en la Red Temática de Investigación de Encefalopatía 

Hepática  las tablas de normalidad de la población española143. 

Aunque el PHES es una buena herramienta, se requiere unos 15 minutos de 

tiempo para que el paciente lo realice por lo que es poco manejable en la 

consulta clínica habitual.   
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 A pesar de que la EH mínima conlleva síntomas muy sutiles causa un 

importante deterioro en la habilidad funcional impidiendo la realización de 

tareas como conducir, así como una menor habilidad laboral que es causa de 

incapacidad o de jubilación anticipada y de un detrimento en la calidad de 

vida9,146 

 

 

Figura 4: Conjunto de tests para detectar la EH mínima.       

 

1.6  Tratamiento de la EH  

El tratamiento  debería ser integrado, intentando  no sólo realizar un 

tratamiento sintomático y de soporte, sino corregir la causa desencadenante de 

la EH. Como se ha mencionado anteriormente, la EH se presenta en pacientes 

con insuficiencia hepática por lo que el tratamiento etiológico ideal sería el 

trasplante hepático. A partir de esta premisa, relacionaremos las posibilidades 
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terapéuticas utilizadas para solventar los distintos factores desencadenantes de 

EH.  

A. Incremento de la amoniemia De todas las causas de hiperamoniemia 

previamente mencionadas, las más frecuentes son: aumento de urea que 

se produce como consecuencia de una hemorragia gastrointestinal y la 

escasa eliminación de amonio en caso de estreñimiento. En este segundo 

caso, es importante evitar la síntesis y la absorción  de sustancias 

neurotóxicas por lo que está indicada la administración de laxantes. Son 

preferibles los laxantes que contienen disacáridos no absorbibles ya que no 

son metabolizados por las disacaridasas intestinales y llegan al colon donde 

la flora bacteriana los convierte en ácido acético y en ácido láctico. Además 

del efecto catártico la acidificación del medio produce un ambiente hostil 

para las bacterias productoras de ureasa (implicadas en la producción de 

amonio intestinal) y suprime la adherencia bacteriana147 a la pared 

intestinal, por lo que se reduce la incidencia de translocación bacteriana. 

Asimismo, la acidificación también inhibe la absorción de amonio al tiempo 

que facilita el paso de este sustancia desde la sangre hacia la luz intestinal9. 

A pesar de ello un metaanálisis reciente ha concluido que los disacáridos no 

absorbibles no han demostrado su efectividad de acuerdo con los criterios 

de la medicina basada en la evidencia148,149
.
 

Otra posibilidad terapéutica para evitar la absorción de amonio a nivel 

intestinal consiste en eliminar las bacterias del colon productoras de ureasa 

mediante la administración de antibióticos que, habitualmente, son de 

escasa absorción intestinal. En clínica los antibióticos más utilizados son 

rifaximina,  neomicina y  metronidazol.  El primero de ellos es actualmente 

el  más utilizado porque produce menos efectos secundarios y de menor 

gravedad. 

La RIFAXIMINA  es un antibiótico semisintético derivado de la rifamicina de 

escasa absorción intestinal cuya acción es bacteriostática (al unirse a la 

RNA-polimerasa bacteriana impide la síntesis del DNA).  En los últimos 

años, este fármaco ha ido adquiriendo mayor relevancia para el tratamiento 
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de la EH como lo demuestra el mayor número de publicaciones aparecidas 

entorno a él150,151.  

Tanto el ácido aspártico que es un aminoácido esencial (no sintetizado por 

el organismo) como la ornitina que es un aminoácido dibásico no proteico 

(tiene estructura de aminoácido aunque no está presente en las proteínas), 

participan como intermediarios en el ciclo de la urea y están implicados en 

el metabolismo del amonio a nivel hepático y muscular. Ambos sustratos 

son básicos en la conversión metabólica del amonio en urea y glutamina, 

pues potencian ambas vías de detoxificación152. Hay algún estudio en  

pacientes cirróticos con EH leve, en el que se ha administrado ornitina-

aspartato, tanto por vía oral como parenteral, evidenciándose un descenso 

significativo de los niveles de amonio acompañado de una mejoría del 

estado mental y de las funciones cognitivas153,154. Aunque estudios 

adicionales deberán aclarar su utilidad en pacientes con EH moderada-

grave152.  

Otras sustancias que se han utilizado en el tratamiento de la EH  como el 

benzoato sódico155,156 o el fenilacetato,  se conjugan respectivamente con la 

glicina para formar hipurato y con la glutamina para formar fenilglutamina, 

excretándose posteriormente por la orina, lo que constituye una opción 

terapéutica de probada utilidad en el tratamiento de la EH. Sin embargo, la 

eficacia clínica de estos fármacos puede verse limitada en pacientes con 

insuficiencia hepática avanzada por su incapacidad para llevar a cabo 

procesos de conjugación152. Asimismo el sulfato de zinc 9,157-160 potencia  el 

metabolismo del amonio  pues es cofactor de dos de los cinco enzimas que 

intervienen en el ciclo de la urea. La relevancia patogénica de la deficiencia 

de zinc en la EH no está claramente establecida. Su carencia es común en 

pacientes cirróticos como resultado de déficits en la nutrición y 

fundamentalmente como consecuencia de una excreción urinaria 

aumentada. Así, se ha sugerido que la administración oral de 600 mg/día de 

zinc podría ser útil de para reducir los niveles de amonio en sangre y tratar 

la EH152. 
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Las infecciones pueden inducir una EH de gravedad variable que puede 

oscilar desde un estado muy incipiente hasta un grado IV (coma). Si se trata 

el proceso infeccioso el paciente mejora progresivamente su estado de 

conciencia. En la práctica clínica habitual a los pacientes con una EH grado 

3 o 4 se les instaura tratamiento antibiótico empírico aún en ausencia de 

foco infeccioso evidente. 

Otras causas de hiperamoniemia como la dieta hiperproteica y la azoemia 

son poco frecuentes pues los pacientes con cirrosis no suelen realizar 

ingestas proteicas importantes. No parece muy aconsejable limitar la 

cantidad de proteínas en este tipo de pacientes que ya sufren un cierto 

grado de desnutrición.  

B. Diselectrolitemia y trastornos metabólicos. La corrección de los parámetros 

hidroelectrolíticos ya sea mediante aporte de potasio o limitando la ingesta  

hídrica (medida de corrección de la hiponatremia por dilución) mejoran la 

evolución  clínica de la EH. 

C. Disminución del aclaramiento de toxinas. La disminución del volumen 

corporal por deshidratación cualquiera que sea su causa (sd. diarreico, falta 

de ingesta de líquidos, hipovolemia por hemorragia…) genera una 

disminución del aclaramiento de toxinas pues hay un menor filtrado 

glomerular y por tanto una menor excreción renal de sustancias tóxicas. Por 

tanto, siempre se ha de intentar mantener una volemia adecuada y no forzar 

excesivamente la diuresis. 

Asimismo otra causa de EH en pacientes con cirrosis sin una enfermedad 

hepática muy evolucionada es la presencia de grandes colaterales 

(gastrorrenales, esplenorrenales) que generan un importante by-pass de la 

circulación portal hacia la circulación sistémica obviando el paso por el 

hígado. Se puede intentar un tratamiento etiológico ocluyendo este tipo de 

colaterales por vía angiográfica161. 

D. Deterioro de la función hepática. Otra causa de EH es la gravedad de la 

enfermedad hepática. Cuando está muy evolucionada se evidencia un 
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progresivo deterioro de las funciones hepáticas, por lo que la detoxificación 

no se realiza adecuadamente y genera EH. El progresivo deterioro de la 

función hepática puede ser debido a un abuso continuado de la ingesta de 

alcohol en los pacientes con cirrosis alcohólica o por progresivo daño 

celular en los pacientes con una cirrosis de origen vírico. En el primer caso, 

la abstinencia estricta  puede mejorar la reserva hepática y, por tanto, el 

estado clínico del paciente. Asimismo, los pacientes que tienen una 

hepatitis vírica si se pueden beneficiar del tratamiento antivírico puede 

conseguirse una disminución de la replicación viral y, por tanto, del grado de 

inflamación e insuficiencia hepática. 

Otra causa de deterioro hepático es la presencia de carcinoma 

hepatocelular que si no es tratable aumentará progresivamente el grado de 

insuficiencia hepática ya existente. 

 E. Fármacos. Las benzodiacepinas y otros ansiolíticos o sedantes pueden 

agravar un estado de EH, debido a que el metabolismo hepático de estos 

fármacos se ve dificultado en casos de insuficiencia hepatocelular 

avanzada,  por lo que, el efecto hipnótico tiene mayor intensidad y duración 

que en una persona sana. Se ha demostrado que los pacientes con EH 

grado III o IV presentaban mejoría de la función neurológica y 

electroencefalográfica tras la administración de flumazenilo por vía 

endovenosa independientemente de la presencia o no de benzodiacepinas 

en sangre162. 

 

1.7 Nueva Posibilidad Terapéutica: Factor de crecim iento 

semejante a insulina tipo I: IGF-I (Insulin-like Gr owth Factor-I)  

Los IGFs o somatomedinas forman parte de una familia de hormonas 

polipeptídicas que incluyen los péptidos IGF-I, IGF-II y sus variantes incluyendo 

la pro-insulina y la insulina.  
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Estructuralmente el IGF-I es un polipéptido monocatenario de unos 7,6 kDa 

formada por 70 aminoácidos y con tres puentes disulfuro. Se sintetiza de un 

solo gen localizado en el brazo largo del cromosoma 12 expresándose en la 

mayoría de tejidos del organismo aunque principalmente en el hígado.  La 

secuencia primaria consta de cuatro dominios: dos de ellos (A y B) son 

similares a la insulina, el tercero (C) se parece a la pro-insulina y el último (D), 

formado a su vez por dos dominios, que no está presente en la insulina.  Se ha 

de destacar la homología de la secuencia aminoacídica del IGF-I en los 

mamíferos. Si se compara la secuencia de aminoácidos de los roedores 

respecto a la humana, el dominio A es idéntico y sólo difieren de tres 

aminoácidos en los dominios restantes.   

 

Por ello, muchas de sus funciones biológicas son similares a la insulina como 

los  efectos endocrinos, paracrinos y autocrinos163-165. El IGF-I se sintetiza en 

muchos tejidos gracias a la estimulación por la hormona de crecimiento, 

aunque el hígado es la mayor fuente de hormona circulante165. En los 

hepatocitos existen receptores para la hormona de crecimiento que aumentan 

la transcripción del gen de IGF-I, que tras ser sintetizada, es liberada al 

plasma163.  Ésta actúa sobre múltiples órganos diana como músculo, hueso e 

intestino, entre otros163. El receptor situado en la  membrana de las células, es 

muy parecido al receptor de la insulina, por lo que también puede fijar, aunque 

menos específicamente, IGF-II e insulina163. Asimismo, IGF-I también puede 

interactuar con otros receptores como el de la insulina o el IGF-II, aunque 

lógicamente con menor afinidad. 

Las principales funciones del IGF-I son: 

 

-  Acción anabolizante o de crecimiento. En líneas generales reduce la 

proteolisis y estimula la síntesis proteica, a nivel muscular actúa 

sinérgicamente con la hormona de crecimiento produciendo un aumento de  

masa muscular y disminuyendo la metabolización de las proteínas. A nivel 

testicular,  aumenta los niveles de testosterona que asimismo contribuyen a 

aumentar la masa ósea y muscular163.  

En modelos experimentales en rata, el IGF-I disminuye la degradación de 

proteínas y aumenta su síntesis disminuyendo la concentración plasmática 
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de aminoácidos en un 30-40%166. Asimismo, en modelos de cirrosis 

experimental en rata167 se ha demostrado una alteración del transporte de 

galactosa por las vesículas del borde en cepillo y de las uniones de los 

enterocitos del yeyuno, evidenciándose que este defecto funcional se 

acompaña de cambios estructurales en la mucosa intestinal, siendo el más 

importante el alargamiento de las microvellosidades. El IGF-I estimula el 

ADN y la síntesis proteica en las líneas celulares epiteliales168 y tiene 

importantes efectos tróficos en el intestino 169-171. La administración de dosis 

bajas de IGF-I (2µg/100 g peso/día) en ratas cirróticas aumenta la absorción 

de galactosa y revierte los cambios estructurales observados en la mucosa 

inestinal172. Asimismo, se ha demostrado que la administración de dosis 

bajas de IGF-I a ratas cirróticas mejora la eficiencia de la comida y la 

incorporación del nitrógeno de la dieta al músculo173. 

 

-  Efecto hipoglucemiante. Tiene un efecto parecido a la insulina, estimula la 

captación periférica de glucosa.  Este efecto, es debido a la presencia de 

IGF-I libre, ya que con la administración exógena de IGF-I subcutánea se 

amortigua el efecto hipoglucemiante pues su absorción es más lenta y 

también su paso al torrente circulatorio, lo que permite una unión progresiva 

a sus proteínas transportadoras174,175. El IGF-I estimula la captación de 

glucosa de manera más efectiva que la insulina, principalmente al aumentar 

la tasa de síntesis de glucógeno muscular más que por estimular la 

oxidación de la glucosa176. En humanos sanos la aparición de hipoglucemia 

es rápida debido a una inhibición de la producción de glucosa y a la 

captación de glucosa periférica174,175,177. A nivel experimental, en la rata 

también se produce una captación de la glucosa periférica pero tiene poco 

efecto sobre la producción de glucosa174.  

 

La fisiopatogenia de la resistencia a la insulina en la cirrosis probablemente 

sea multifactorial incluyendo concentraciones plasmáticas bajas de IGF-1 y 

aumento de la concentración de ácidos grasos libres, hormona de 

crecimiento, catecolaminas y glucagón, posiblemente por la alteración de la 

captación por parte de la membrana lipídica178. De hecho, se ha observado 
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que las concentraciones plasmáticas de glucagón fueron un 70 % más altas 

en las ratas cirróticas que en los controles176.  

  

-   Efecto  sobre los lípidos. El IGF-I, tanto en ratas como en humanos sanos 

tiene pocos efectos sobre los ácidos grasos libres. La insulina, por el 

contrario, tiene un gran efecto antilipolítico166,175,177,179, probablemente 

debido a la alta concentración de receptores para la insulina en el tejido 

adiposo180. 

 

-   Mineralización ósea.  Los pacientes con cirrosis presentan una mayor 

prevalencia de osteopenia, por lo que tienen mayor riesgo de padecer 

fracturas óseas178. Se ha descrito en una población de 104 pacientes en 

lista de espera de trasplante hepático una prevalencia de osteopenia del 35 

% y de osteoporosis del 11%181. Esta frecuencia es  mayor en los pacientes 

con mayor grado de insuficiencia hepática y especialmente en mujeres. La 

fisiopatogenia de la osteoporosis no está bien establecida, aunque se cree 

que la malnutrición, la malabsorción intestinal, el déficit de vitamina D, los 

bajos niveles de  hormonas sexuales y la toxicidad por alcohol182,183 son 

factores que pueden jugar un papel en el establecimiento de la 

osteoporosis. Se ha observado que un tratamiento con IGF-I  a dosis bajas 

y en un período corto de tiempo aumenta la densidad ósea al inhibir la 

degradación proteica del hueso e inducir la formación ósea gracias a los 

cambios tróficos que se producen al aumentar la síntesis de colágeno 

facilitando el transporte y la incorporación de L-prolina184,185. Al parecer, el 

grado de osteopenia se relaciona con la gravedad de la hepatopatía y los 

niveles de IGF-I, siendo el hueso trabecular el más claramente afectado186. 

 

-    Inmunoregulación. El   IGF-I   y   la GH afectan el sistema inmune a distintos 

niveles. Estas hormonas aumentan la producción de TNFα por los 

monocitos y macrófagos187, al tiempo que regulan la actividad celular de las 

células tipo natural killer188. La interleuquina-6 (IL-6) parece disminuir la 

síntesis de IGF-I189, ya que ha demostrado que en las hepatopatías los 

niveles de IL-6 están frecuentemente elevados, especialmente en los 

episodios de PBE190, pudiendo contribuir a la deficiencia de IGF-I y a la 
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malnutrición que se observan con frecuencia en los pacientes con PBE 

recurrente.  

  

 -  A nivel experimental. En ratones transgénicos se ha evidenciado un efecto 

trófico en el intestino delgado y un aumento del crecimiento neuronal163. Se 

ha descrito que el IGF-I aumenta el crecimiento de la mucosa intestinal tras 

una resección intestinal o en caso de grandes quemados y estimula la 

proliferación de diferentes líneas celulares derivadas del epitelio 

intestinal165.   

En los pacientes con cirrosis los niveles de IGF-I están claramente 

disminuidos. El déficit se debe a una disminución de receptores de GH a 

nivel hepático, así como a la disminución de la capacidad de síntesis 

hepática según el grado de insuficiencia hepatocelular163. Datos 

experimentales en rata de la cepa Sprague-Dawley han demostrado que la 

fibrosis hepática mejora con el tratamiento con IGF-I, al tiempo que se 

produce un incremento de la absorción intestinal de los nutrientes, mejora la 

osteopenia y el hipogonadismo165.  

Por otra parte,  los pacientes con cirrosis presentan una alteración de la 

permeabilidad de la barrera intestinal lo que conlleva un mayor riesgo de 

translocación bacteriana y de endotoxemia.  Se ha demostrado en un 

estudio experimental con ratas cirróticas (cepa Sprague-Dawley) que tras la 

administración de IGF-I se produjo una mejoría en la permeabilidad de la 

barrera intestinal y un menor grado de translocación bacteriana y de 

endotoxemia165. 

-    Efectos potenciales de IGF-I en cirrosis.   Se   ha descrito que los niveles de 

IGF-I plasmáticos no se correlacionaban con la presencia de malnutrición 

energética ni tampoco con la gravedad de la misma191. Sin embargo, si se 

ha demostrado que hay una relación con el grado de insuficiencia hepática, 

pues el IGF-I se correlaciona directamente con los niveles de albúmina 

sérica y con otras proteínas como la transferrina, la protrombina y la 

transtiretina (proteína transportadora del retinol) e inversamente con el 

grado de Child-Pugh, por lo que el IGF-I es un buen predictor de 
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supervivencia191. Se ha evidenciado que en pacientes con cirrosis 

alcohólica, el IGF-I y el IGF-BP3 eran factores predictivos independientes 

de supervivencia192. Después de un trasplante hepático satisfactorio, se 

objetiva un ascenso de los niveles de IGF-I lo que parece demostrar que 

este parámetro podría ser un marcador de disfunción hepática e incluso 

podría ser útil como marcador pronóstico193.  

Dado que el IGF-I es un importante regulador del metabolismo intermediario 

y que los niveles de IGF-I están reducidos en la cirrosis, la administración 

de IGF-I podría tener beneficios terapéuticos. En ratas con cirrosis 

avanzada las manifestaciones de malnutrición podrían revertirse con dosis 

bajas de IGF-I recombinante172 al mejorar la función hepática aumentando 

la síntesis de albúmina y de factores de coagulación y reduciendo la 

fibrogénesis. Asimismo, la atrofia de las vellosidades intestinales presente 

en la cirrosis podría restaurarse y, respecto a la malnutrición energético-

proteica asociada a la cirrosis podría mejorar tal y como ocurre en los 

modelos de rata cirrótica que tras la administración de dosis bajas de IGF-I 

mejora el transporte intestinal de aminoácidos y D-galactosa194,195.  

El hipogonadismo presente en la cirrosis mejora tal y como se ha 

comprobado en modelos experimentales de rata cirrótica a las que se les 

administró dosis bajas de IGF-I y presentaron una normalización de las 

alteraciones histológicas y del tamaño testicular, así como de los niveles de 

testosterona en sangre196. 

Respecto a los cambios histológicos presentes en el hígado debidos a la 

cirrosis como la necrosis celular, la regeneración hepatocelular y la 

fibrogénesis, la administración de IGF-I en ratas cirróticas inducida por 

administración oral de tetracloruro de carbono (CCl4) produjo un efecto 

citoprotector por parte del IGF-I al reducir el daño peroxidativo celular por 

medio de su actividad antioxidante. También, normalizó la actividad de las 

enzimas antioxidantes como la superóxido dismutasa (SOD), la glutation 

peroxidasa (GSHPx) y la catalasa. La potenciación de la actividad de la 

GSHPx es fisiopatológicamente muy importante pues es el enzima principal 

responsable de la defensa enzimática frente a la destrucción oxidativa de 
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las biomembranas en las mitocondrias y en las organelas197. De hecho, se 

ha observado una correlación inversa entre la actividad de dicha enzima 

(GSHPx) y de los productos de peroxidificación lipídica a nivel hepático. 

Asimismo, la peroxidificación lipídica se ha propuesto como una vía común 

para la fibrogénesis198 pero la administración de IGF-I reduce esta vía 

fibrogénica mejorando la función hepatocelular y disminuyendo los 

depósitos de colágeno167. 

En la figura 5 se esquematizan los mecanismos de acción de rifaximina y de 

IGF-1 en el tratamiento de la EH. 

 

     Figura 5: Hipótesis de los posibles mecanismos de acción de la rifaximina (tratamiento   

establecido) y del IGF-1.  
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2.  MODELOS EXPERIMENTALES  

En los últimos años, los modelos experimentales para el estudio de las 

enfermedades hepáticas y de las complicaciones derivadas de las mismas han 

aumentado muy considerablemente. A pesar de que los modelos animales 

constituyen herramientas importantes para estudiar la fisiopatología de las 

enfermedades, no hay que olvidar que son aproximaciones a la realidad clínica, 

con limitaciones bien conocidas: diferencias en la clínica de la enfermedad, 

condiciones experimentales, técnicas utilizadas y la propia biología del animal, 

entre otras. Por tanto, hay que ser muy prudente al extrapolar los resultados 

obtenidos con los modelos experimentales a la especie humana. 

 

2.1   Modelos experimentales de encefalopatía hepát ica   

En 1989, ya se definieron las características ideales que debía tener un buen 

modelo experimental de EH en presencia de cirrosis199. En este trabajo se 

proponían los criterios que definen tanto la cirrosis como la EH.  

Los parámetros que definen la cirrosis son: evidencia histológica, pérdida de 

función o de masa hepática, hipertensión portal, derivación porto-sistémica, 

ausencia de complicaciones extrahepáticas, metabolismo anormal del 

nitrogeno, aumento de la ratio de los niveles insulina-glucagón, alteración de la 

biología hepática.  

Asimismo, las características que definen la EH son: distintos grados de 

intensidad (desde formas subclínicas hasta el coma), reversibilidad,  ha de 

estar presente en enfermedades hepáticas crónicas, ausencia de 

complicaciones extrahepáticas significativas, se desencadene tras una 

sobrecarga de nitrogeno gastrointestinal, mejore con tratamiento ya sea 

mediante lactulosa, antibiótico o dieta hipoproteica, que se asocie con un 

metabolismo del nitrogeno anormal y presencia de cambios morfológicos de los 

astrocitos con células tipo-II de Alzheimer.  

En la actualidad, se han implementado diversos modelos experimentales en 

animales para establecer un modelo lo más parecido posible a lo que ocurre en 
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la especie humana, por tanto que cumpla los requisitos anteriores. Los modelos 

que se describen a continuación son los que más frecuentemente se han 

utilizado para estudiar la EH. Se basan principalmente en tres mecanismos: 

derivación de la circulación del sistema venoso portal, fallo hepático y 

trastornos metabólicos. 

 

2.1.1 Derivación de la circulación del sistema veno so portal  

La derivación de la circulación del sistema venoso portal evita la llegada de 

sangre procedente del intestino y, por tanto, impidie que el hígado realice, entre 

otras funciones, la de eliminar las sustancias tóxicas. Estas sustancias si no 

son eliminadas a nivel hepático pasan a la circulación sistémica pudiendo llegar 

al SNC generando toxicidad cerebral (encefalopatía hepática). Se han descrito 

varios modelos: 

 · Anastomosis   porto-cava  término-lateral.   Se   trata   de    derivar     la 

circulación portal hacia la vena cava inferior, alcanzando así la circulación 

general. De esta manera, se excluye la sangre venosa procedente de 

estómago e intestino delgado que sería detoxificada en el hígado, por lo que 

las toxinas procedentes del intestino llegan a la circulación sistémica y al SNC 

incrementándose la neurotoxicidad. Algunos autores200, 201 han descrito dicha 

técnica pero la realizada por Arias y cols. en 1977, ocluyen la vena cava lo que 

permite una simplificación de la técnica202.   

 · Derivación porto-cava asociado a ligadura de la arteria hepática. Otra manera 

de obtener encefalopatía aguda en rata, es mediante la realización de una 

derivación porto-cava asociada a ligadura de la arteria hepática produciéndose 

un fallo hepático agudo y consecuentemente un edema cerebral y posterior 

EH203.  

 

 



  Introducción  

 57 

2.1.2 Fallo hepático agudo  

Otro mecanismo para generar EH se basa en la instauración de un fallo 

hepático agudo que se logra por administración de sustancias hepatotóxicas o 

bien por ligadura del colédoco. 

· Administración de sustancias hepatotóxicas. El fallo hepático puede ser 

agudo204 y se logra con la administración de azoximetano  (metabolito activo de 

la cicasina que se obtiene de las semillas de Cycas resoluta y C. circinalis de la 

isla de Guam) a ratones lo que genera un fallo hepático fulminante a las pocas 

horas de su administración intraperitoneal (100 µg/g de peso). Se han descrito 

algunos casos de fallo hepático fulminante en humanos tras la ingesta de dicha 

sustancia204.  

Otro modelo de EH por fallo hepático fulminante  se consigue en ratas 

Sprague-Dawley mediante la inyección intraperitoneal de tioacetamida  (350 

mg/kg) durante tres días consecutivos  objetivándose una alteración en el 

comportamiento de las ratas tratadas con tioacetamida respecto al placebo. 

Estos animales presentan una menor puntuación en el neurocomportamiento 

junto con una disminución de la actividad motora en comparación con un grupo 

control (p< 0.001)205. El grupo de Viena60 también describe un modelo 

parecido, pero en este caso la inducción del fallo hepático agudo es por la 

administración de 300 mg/Kg de tioacetamida por vía gástrica durante dos días 

consecutivos. 

La D-galactosamina  y la dimetilnitrosamina son dos sustancias que también 

pueden producir hepatitis aguda. A las 48 horas de la administración 

intraperitoneal de D-galactosamina  (1,5 g/kg) se evidencian cambios 

histopatológicos a nivel hepático con remarcable parecido a los producidos en  

humanos tras sufrir una hepatitis vírica aguda206. Estos cambios desaparecen a 

las cuatro semanas de la administración de d-galactosamina; en ese momento 

ya no se observan cambios histológicos respecto a las ratas control206.  Por 

tanto, se trata de un modelo que genera fallo hepático agudo reversible sin 

apreciarse secuelas tras superar el episodio. La dimetilnitrosamina  es un 

agente hepatotóxico utilizado en muchos estudios experimentales para inducir 
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fibrosis hepática, así como por su poder carcinogénico. En los años 70 se 

utilizó en perros, en la actualidad principalmente se utiliza en ratas207 y en 

ratones208. La inducción de cirrosis se realiza por administración orogástrica, 

aunque no hay una pauta de administración  ni metodología estandarizada, 

pues es variable de unos autores a otros. Se ha de tener presente que dosis 

altas de dimetilnitrosamina provocan una elevada mortalidad por insuficiencia 

hepática aguda pero dosis bajas durante un período de tiempo largo no 

provocan cirrosis. Las alteraciones histológicas y hemodinámicas se observan 

a partir de la segunda semana, y unos seis meses después los animales 

desarrollan cirrosis evidenciándose un aumento marcado de la presión portal 

con aparición de shunts porto-cava y ascitis franca y el deterioro consiguiente 

de la función hepática. 

· Ligadura del colédoco.   La  ligadura  del  colédoco  es  un  modelo quirúrgico 

que genera una cirrosis biliar secundaria por colostasis crónica. Este modelo se 

ha utilizado en  animales de experimentación de distintas especies desde ratas 

hasta perros, pasando por conejos. 

La ligadura del colédoco se realiza mediante incisión y disección del conducto, 

se realiza una doble ligadura y se corta entre éstas. La cirrosis aparece en el 

80-90 % de los casos, al cabo de unas 4-5 semanas de la intervención y 

raramente se acompaña de ascitis.  

Los cambios histológicos son una reducción del espacio sinusoidal produciendo 

un aumento de la resistencia portal, dilatación luminar de los conductos biliares, 

edema y fibrosis209. Estos cambios son similares a los observados en los 

pacientes con cirrosis biliar secundaria. 

 

2.1.3 Modelos de origen metabólico   

Finalmente existe un tercer mecanismo de producción de EH conocido como 

modelo metabólico que es menos utilizado. Consiste en la administración de 

una dieta hiperamoniemica. 
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Habitualmente, este modelo se utiliza en combinación con otro modelo de uno 

de los dos grupos descritos previamente. Jover et al70 realizaron una ligadura 

del conducto biliar común con la administración de una dieta rica en amonio 

consiguiéndose cambios estructurales de los astrocitos a células de Alzheimer 

tipo II. 

Se han publicado también  algunos modelos que combinan una técnica 

quirúrgica, como la descrita anteriormente con la administración de alguna 

sustancia hepatotóxica como sería el caso del modelo  en el que se realiza una 

hipertensión portal prehepática junto con la administración de paracetamol210. 

 

2.2   Limitaciones de los modelos descritos  

 Todos estos modelos, describen diferentes maneras de obtener clínica de EH 

ya sea mediante técnicas derivativas o técnicas que generan insuficiencia 

hepática aguda o crónica en animales de experimentación, pero en ninguno de 

estos modelos se consigue sobre un hígado cirrótico, salvo el de ligadura del 

conducto biliar común que genera una hepatopatía crónica pero que en 

muchas ocasiones precisa ser suplementado con una dieta hiperamonémica. 

En ningún caso, presentan ascitis por lo que no son ratas cirróticas 

descompensadas y, por tanto, no reflejan la clínica de la mayoría de pacientes 

que suelen tener EH sobre cirrosis evolucionada, por lo que se obvian posibles 

mecanismos fisiopatológicos que pueden desencadenar un episodio de EH 

tales como PBE, hemorragia digestiva por hipertensión portal, etc.   

 

2.3   Necesidad de un nuevo modelo  

Por todo lo citado anteriormente, se ha planteado la necesidad de desarrollar 

un modelo de EH en el contexto de cirrosis evolucionada. Para ello, se ha 

propuesto la combinación de dos modelos que a priori se han utilizado 

separadamente para estudiar en uno de ellos las características de la cirrosis  y 
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en el otro las complicaciones derivadas de la hipertensión portal. Estos 

modelos son la cirrosis descompensada inducida por tetracloruro de carbono y 

la hipertensión portal debido a  ligadura total de la vena porta. A continuación 

se exponen las características de cada uno de los modelos (técnica, desarrollo, 

utilidad y limitaciones de los mismos). 

 

2.3.1 Cirrosis hepática inducida por tetracloruro de carbono (CCl 4) 
 

En este  apartado se hace una revisión extensa del uso de este tóxico hepático 

en ratas: técnicas de administración, desarrollo cronológico de la enfermedad, 

efectos sobre otros órganos y el uso de este modelo en la investigación de las 

alteraciones hemodinámicas, los trastornos hormonales y de la función renal 

que acompañan la ascitis, así como el estudio de los mecanismos de las 

infecciones más comunes del cirrótico, como la PBE. 

 

El CCl4 es una sustancia de elevada hepatotoxicidad. La acción del tóxico 

sobre el hepatocito se produce a dos niveles: una acción inicial y directa 

dañando la membrana y una segunda fase debida a la toxicidad inducida por 

los metabolitos del tetracloruro de carbono generados por el citocromo P450 

(figura 6).  
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Figura 6: mecanismo de acción del CCl4 sobre el hepatocito. 

 

La primera acción del CCl4 se produce a los pocos minutos de estar en 

contacto con el hepatocito y es debida a la destrucción de las membranas de 

éste y la afectación de las mitocondrias y lisosomas alterándose la 

funcionalidad211. Así pues, las membranas se vuelven altamente permeables 

provocando la pérdida de potasio y otros enzimas. Se produce una 

acumulación intracelular del calcio, sodio y agua. El daño provocado sobre la 

mitocondria interrumpe la fosforilación oxidativa agravando la necrosis celular. 

Así mismo, la salida de los enzimas lisosomales acelera aún más este proceso 

necrótico.  
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La necrosis producida en este momento es aún parcialmente reversible, 

dependiendo de su extensión. Se trata, por tanto, de una necrosis dosis-

dependiente  provocada exclusivamente por la acción del CCl4. 

 

La segunda fase del proceso, ya aparente a las pocas horas, es debida a los 

metabolitos producidos por el citocromo P450. Los radicales libres que se 

generan interactúan con los ácidos grasos insaturados (AGPI) de las 

membranas. 

 

Se produce una peroxidación lipídica y un entrecruzamiento de estos AGPI. 

Además, los radicales libres se unen a toda una serie de otras sustancias 

proteicas, lipídicas y nucleares. El hecho que se haya observado en animales 

de experimentación que la eficiencia para metabolizar el CCl4 este 

directamente relacionada con la gravedad de la lesión, hace pensar que 

efectivamente son estos radicales libres generados, los principales 

responsables de la necrosis del hepatocito.  

 

El proceso de metabolización del CCl4 por el sistema enzimático del citocromo 

P450 es el siguiente:   El primer producto es el radical libre CCl3, sustancia que 

interactúa con los lípidos, proteínas y ADN provocándose la peroxidación. La 

reacción del CCl3 con lípidos insaturados genera radicales libres secundarios 

que provocan más destrucción celular y subcelular (mitocondrias y lisosomas). 

· Métodos 
 

En el año 1936, se utilizó CCl4 para inducir cirrosis hepática en un modelo 

experimental en perros, desde entonces se ha usado ampliamente en ratas y, 

más raramente, en ratones, cerdos, cobayas, primates y perros212. Se han 

descrito diferentes métodos según la vía de administración del tóxico: inyección 

subcutanea213, intramuscular214 o intraperitoneal215, administración 

orogástrica216-220 o por inhalación221.  La dosis de CCl4 y el intervalo de tiempo 

entre cada administración varía según la vía de administración. Generalmente 

la cirrosis aparece más rápidamente cuando el tóxico se administra en dosis 
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más altas y en un intervalo de tiempo más corto. Como  contrapartida la 

mortalidad es más elevada.  

 

La mayoría de estos modelos utilizan, simultáneamente con la administración 

de CCl4, un inductor enzimático del citocromo P450 como es el fenobarbital. 

Este fármaco provoca en la rata un incremento en el tamaño del hígado que 

puede llegar a ser máximo (un 43% más grande de lo normal) a las 6 semanas 

de vida, cuando el animal pesa unos 150 g. Aumenta también el retículo 

endoplasmático liso. Este aumento en el tamaño del hígado provoca también 

un aumento en la actividad del citocromo P450
217. De esta manera la acción del 

CCl4  es  más efectiva, tal y como hemos visto en el mecanismo de acción. 

 

En la administración del CCl4 por vía parenteral, en ratas, se utilizan dosis de 

0,5-1 mL/Kg. El tóxico se acostumbra a administrar emulsionado con aceites 

minerales y normalmente se añade fenobarbital al agua de bebida. La vía 

subcutánea presenta una mortalidad muy baja, alrededor del 5%, aunque la 

cirrosis no aparece hasta las 20 semanas de tratamiento.  La inyección 

intramuscular e intraperitoneal del tóxico acorta el tiempo de aparición de la 

cirrosis, aunque incrementa espectacularmente la mortalidad, que puede llegar 

hasta el 50%. 

 

La administración de CCl4 por vía inhalatoria es otro de los métodos empleados 

extensamente217,222,223. Este modelo desarrollado en ratas, consiste de forma 

resumida en utilizar ratas macho de unos 170 g a las que se administra 

fenobarbital en el agua de bebida (0,3g/L) se estabulan en grupos de cinco a 

siete en  una cámara donde son gaseadas con una mezcla rica con CCl4. Los 

animales son expuestos al tóxico dos veces por semana. El tiempo de 

exposición al CCl4 va aumentando en cada sesión, desde 30 segundos en la 

primera sesión, aumentando un minuto cada 3 sesiones, hasta  5 minutos. Con 

este protocolo algunos animales desarrollan cirrosis a las 6 semanas, aunque 

la mayoría lo hacen  hacia las 10 semanas, que es cuando aparecen los 

primeros episodios de ascitis que acostumbran a ser transitorios. Para 

mantener la ascitis es necesario mantener la inhalación del CCl4. La mortalidad 
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del método es de menos del 25% en las ratas cirróticas, mortalidad que se 

incrementa hasta el 30-40% cuando los animales se mantienen  con ascitis. 

 

La administración orogástrica de CCl4 es posiblemente el método que en los 

últimos años se ha generalizado más, sobretodo en el estudio de las 

infecciones asociadas a la cirrosis hepática, particularmente la PBE y la 

bacteriemia. A pesar de la gran aceptación del modelo, uno de los 

inconvenientes más importantes que presenta es la gran variabilidad en la 

respuesta de los animales al tóxico. Se puede dar el caso que mientras unos 

animales presentan una cirrosis bien establecida, otros presentan lesiones 

mínimas. Parece pues que es bastante importante adecuar la dosis a cada 

animal. En este sentido, en el año 1981 se describió un modelo en ratas Wistar 

en el cual se administra fenobarbital en el agua de bebida y CCl4 orogástrico 

simultáneamente, variando la dosis del tóxico de acuerdo con el peso del 

animal a lo largo del tratamiento219. De forma resumida, el método consiste en: 

A ratas de 150 g se les administra fenobarbital (35 mg/dL) en el agua de 

bebida. A los 10-14 días, cuando los animales pesen 250 g se comienza el 

tratamiento con CCl4 por vía orogástrica, con sonda de metal, una vez a la 

semana con una dosis inicial de 40 µL/250 g. Las dosis posteriores se ajustan 

de acuerdo con el aumento/disminución del peso del animal. 

 

El año 1991, se modificó el modelo previamente descrito optimizando las dosis 

a administrar del tóxico al tener en cuenta la variación del peso del animal, 

consiguiéndose así una alta tasa de ascitis y, por primera vez, se describió la 

aparición de PBE en un modelo experimental de cirrosis hepática220. Este es el 

modelo que escogimos para realizar nuestros estudios. Con esta 

individualización de la dosis se consigue que entre el 62-100% de los animales 

desarrollen cirrosis con ascitis entre las semanas 7-26. De todas maneras, la 

mortalidad sigue siendo bastante elevada (50-55%) y se concentra 

prácticamente  durante las primeras 4 - 5 semanas como consecuencia de una 

toxicidad aguda del CCl4
116, 135, 218, 220, 224, 225

. 
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· Resultados histológicos y fisiopatológicos  
 
  Las alteraciones histológicas y fisiopatológicas del modelo son las siguientes: 

 

- Cirrosis micronodular irreversible.  La enfermedad,  derivada  de  la 

administración crónica de CCl4, evoluciona en tres fases bien diferenciadas. En 

la primera fase aparece una lesión inicial aguda con zonas de necrosis celular 

con degeneración acidófila y esteatosis. Una  segunda fase de precirrosis que 

se caracteriza por una marcada fibrosis centrolobulillar y sinusoidal y  

formación de septos fibrosos hasta que inician la disección de los lóbulos 

hepáticos, pero sin formar nódulos de regeneración. La tercera fase se 

caracteriza por la presencia de una cirrosis bien establecida. Aparece una 

afectación nodular difusa con pequeños nódulos (2-4 mm) con una cápsula 

engrosada. Microscópicamente se caracteriza por unos septos fibrosos que 

atraviesan los lóbulos hepáticos y por una regeneración hiperplásica nodular. 

 

Estos nódulos de regeneración presentan una  fibrosis irregular y los tractos 

portales aparecen interconectados por bandas de tejido fibroso. Las áreas 

portales presentan bandas de tejido conectivo que comprimen los vasos 

sanguíneos. Hay un aumento de los conductos biliares. Las células de Kupffer, 

prominentes, aparecen extensamente distribuidas por la zona periportal. Así 

mismo, se observa un ligero infiltrado inflamatorio alrededor de los septos 

conectivos. 

 

Macroscópicamente, el hígado tiene una consistencia dura con una superficie 

granular, aunque en los casos más evolucionados la masa hepática se reduce 

apareciendo en la superficie un aspecto nodular. Las lesiones que aparecen en 

las dos primeras fases son reversibles al dejar de administrar el tóxico, 

mientras que la tercera fase es ya irreversible. En estos casos se puede 

producir una reabsorción de algunas fibras de colágeno216. 

 

Por otra parte,  los parámetros analíticos séricos muestran una disminución 

significativa de los niveles de albúmina y de las proteínas totales, así como un 
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aumento significativo del recuento de leucocitos y de los niveles de bilirrubina, 

comparado con los animales control. 

 

-   Hipertensión portal. A las 4 o 6 semanas, es decir, en la fase de fibrosis pre-

cirrótica, aparecen las primeras manifestaciones de hipertensión portal. A pesar 

de esto, los trastornos hemodinámicos no son del todo evidentes hasta la 

tercera fase, cuando el animal tiene la cirrosis bien establecida226. En este 

sentido, los animales padecen importantes cambios en la circulación 

intrahepática y esplácnica  que conllevan el desarrollo de hipertensión portal, 

esplenomegalia (3-5 veces del peso de las controles) y ascitis, así como en la 

aparición de importantes alteraciones en la hemodinámica sistémica y la 

reactividad vascular. Los cambios más importantes observados en la 

circulación intrahepática son el incremento en la resistencia  vascular hepática, 

que es el que da lugar a la hipertensión portal, y la disminución en la capacidad 

de intercambio sinusoidal. Esta alteración es consecuencia de la capilarización 

de los sinusoides hepáticos y de la apertura de derivaciones en la circulación 

intrahepática221.  

 

 Los aspectos fisiopatológicos referentes a la aparición de ascitis en estos 

animales han estado extensamente estudiados. Se ha observado que 

previamente a la aparición de ascitis hay una retención importante de sodio. 

Los animales no presentan disminución en el filtrado glomerular, por lo que se 

considera que la retención de sodio es debida a una reabsorción tubular renal. 

Existe una relación directa y cronológica entre estos dos hechos y la activación 

del sistema renina-aldosterona78, hipersecreción no osmótica de hormona 

antidiurética (ADH) y aumento de los niveles plasmáticos del factor natriurético 

atrial86. 

  

Por otro lado, estos animales tratados con CCl4 desarrollan, al igual que los 

humanos cirróticos, diferentes grados de derivaciones portocolaterales como 

consecuencia de la hipertensión portal226. El porcentaje de circulación 

portocolateral se correlaciona directamente con la gravedad de la enfermedad y 

la duración de la hipertensión portal. Estos animales desarrollan una 

hipotensión arterial asociada a valores normales o aumentados de gasto 
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cardíaco acompañado de un aumento del volumen sanguíneo que parece estar 

relacionada con la hipertensión portal, vasodilatación arteriolar esplácnica y 

colateralización portosistémica88 y que se correlaciona directamente con la 

presencia de niveles elevados de diferentes sustancias vasodilatadoras como 

el glucagón, la bradicinina, la sustancia P, ácidos biliares, el factor de relajación 

y la prostaciclina que, juntamente con mecanismos neurogénicos, así como 

una resistencia en la acción de los vasoconstrictores observada en ratas con 

cirrosis inducida por CCl4, podrían ser la causa de estas alteraciones 

hemodinámicas227-229.  

 

Los cambios histológicos intestinales se concretan en la aparición de edema 

submucoso cecal extenso, linfangiectasia ileal e infiltrado inflamatorio 

crónico218. 

 

·   Aplicabilidad y limitaciones del modelo 
   

Este modelo animal de inducción de cirrosis mediante la administración 

orogástrica de CCl4 es el modelo con la tasa más alta de obtención de cirrosis y 

ascitis, así como de infecciones, y concretamente de PBE.  

La principal limitación de este modelo es que no se ha evidenciado ninguno de 

los criterios de encefalopatía hepática (edema cerebral, alteración de los 

osmolitos cerebrales…), por lo que no se utiliza para estudiar esta patología.  

 

2.3.2   Ligadura parcial y total de la vena porta  
 

Es el más común de los modelos animales de hipertensión portal prehepática, y 

posiblemente, el más antiguo. Ya  en 1913 Neuhof estudió las posibilidades  de 

este método para el estudio de la pylephlebitis supurativa en perros230. 

Posteriormente, en 1952 se utilizó este método en ratas para estudiar algunos 

de los efectos inmediatos derivados del  aumento de la presión portal como la 

aparición de las colaterales y  el efecto sobre el bazo231.  Una variante de la 

técnica es la denominada oclusión de la vena porta. Aunque una ligadura total 

provoca la muerte de los animales230, ésta es posible si se realiza después de 
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48 h de una ligadura parcial, puesto que ya ha habido tiempo para que 

aparezcan colaterales portosistémicas y portoportales.  

 

Este modelo se ha implementado también en primates, cobayas, conejos y 

ratones. No obstante, la mayoría de estudios experimentales, se han hecho en   

ratas. Las razones de esta preferencia son varias: son animales pequeños, 

fáciles de mantener, relativamente baratos, pueden ser manipulados en 

condiciones no estériles y no necesitan un cuidado postoperatorio especial 215.  

  

En los primeros estudios, la mortalidad era muy elevada, próxima al 50%231. 

Estudios posteriores llegaron a la conclusión que el diámetro de la estenosis y 

la edad del animal eran parámetros críticos para la supervivencia. Actualmente 

la supervivencia está por encima del 90% siempre que la medida de la 

estenosis no sea por debajo de los 0,9-1 mm de diámetro232. 

 

Cualquiera de las cepas más comunes de ratas (Sprague-Dawley, Wistar y 

Lewis) es adecuada para obtener una hipertensión portal que sea reproducible 

y comparable a la patología de la hipertensión portal en humanos.  

 

· Método 

 

Uno de los métodos215 utiliza ratas Sprague-Dawley machos de un peso 

comprendido entre 160-180 g. Bajo anestesia y mediante laparotomía se 

diseca la vena porta. Ligeramente  por debajo de la bifurcación de la vena porta 

se coloca un catéter de polietileno de 0,96 mm de diámetro en paralelo a la 

vena y se liga con hilo de sutura “000”. Se retira el catéter quedando de esta 

manera la vena estenosada. Se  sutura el abdomen.  A las 48 horas se reabre 

el abdomen del animal y se procede a la oclusión total de la vena porta. 

 

Otros autores en lugar de ligar un catéter utilizan  una placa de plástico elástica 

de unos 3 mm de largo enrollada alrededor de la vena porta comprimiéndola 

hasta llegar a un diámetro de 0,9 mm232.  
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·   Aplicabilidad y limitaciones del modelo 
 

En este modelo el hígado es prácticamente normal; sólo a nivel capilar se 

observa una cierta dilatación. Hay  una ligera, pero significativa reducción de 

peso y el bazo aumenta de tamaño y de peso231. 

 

La presión portal es más elevada que en los controles. En el momento de 

producirse la estenosis la presión portal asciende hasta los 20 mmHg, valor 

que baja posteriormente y se estabiliza sobre los 11-17 mmHg a los 2-4 días, 

(en los controles sanos el valor es de 7-9 mmHg)215,233.  

 

A consecuencia del incremento del flujo arterial hepático y del flujo tributario de 

la porta se produce una circulación hiperdinámica en el territorio esplácnico. 

 

En estos animales se producen shunts esplenosistémicos extensos. En cambio 

los shunts mesentéricos parecen estar mucho menos desarrollados. Se 

observa una estrecha correlación entre el grado de derivación porto-sistémica y 

la gravedad de la hipertensión  portal234. 

 

El modelo de hipertensión portal extrahepática no se acompaña del desarrollo 

de cirrosis hepática ni de ascitis. Por tanto, los estudios están limitados a 

algunas de las alteraciones hemodinámicas que acompañan a esta patología.  

 

Así pues en este sentido el modelo es útil tanto para estudiar estas alteraciones 

hemodinámicas y comprender los mecanismos que las desencadenan, como  

sobre todo, el papel del amonio intestinal en relación con el grado de derivación 

porto-sistémica. 
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Una de las complicaciones más frecuentes de la cirrosis con insuficiencia 

hepatocelular avanzada es la encefalopatía hepática (EH). Son muchos los 

avances que se han conseguido en los últimos años en relación con esta 

patología, tanto desde el punto de vista clínico (diagnóstico precoz de la EH 

mínima, manifestaciones extrapiramidales relacionadas con este cuadro), como 

patogénico (alteraciones moleculares, depósitos de manganeso en los ganglios 

basales, cambios morfológicos y estructurales de los astrocitos)  que explican, 

al menos parcialmente, la fisiopatología de este cuadro. 

Hasta la fecha, la mayoría de estudios en animales de experimentación sobre 

esta patología se han llevado a cabo en modelos basados en la inducción de 

fallo hepático agudo por distintas causas o por derivación portosistémica. 

Aunque se trata de modelos útiles, no se dispone de un modelo experimental 

de EH que se asemeje a las características fisiopatológicas habituales en los 

pacientes y que facilite su estudio.  

Por ello nos hemos planteado, en la primera parte de la Tesis, los siguientes 

OBJETIVOS: 

1. Establecer un modelo de EH en ratas con cirrosis descompensada. 

2. Determinar en este modelo el grado de derivación portosistémica 

mediante un método no radiactivo 

3. Valorar en este modelo la concentración de osmolitos cerebrales, los 

cambios histopatológicos astrocitarios y los niveles de amonio 

plasmático y cerebral tras una sobrecarga oral de glutamina. 

4. Establecer la posible relación entre el grado de cirrosis, la derivación 

portosistémica y el nivel de amoniemia. 

En el segunda parte de la tesis, una vez ya establecido el modelo 

experimental, los objetivos han sido:  

5. Validar el modelo. 

6. Comparar la acción terapéutica del IGF-I frente a rifaximina.  
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La rifaximina es un tratamiento antibiótico de amplio espectro no absorbible ya 

establecido en la práctica clínica habitual que mejora la sintomatología clínica 

de la EH. Probablemente, esta mejoría clínica este en relación con la 

disminución del sobrecrecimiento con la consiguiente disminución de los 

lipopolisacáridos  y una menor producción de amonio. 

Se ha seleccionado el IGF-1 por ser una hormona anabólica con  efectos 

pleotróficos, y a nivel de experimental se ha evidenciado en la cirrosis 

reducción de la translocación bacteriana, presión portal, mejoría de la 

permeabilidad de la mucosa y anabolismo muscular (Ver figura 5). 
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______________________________  MATERIAL Y MÉTODOS 
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ESTUDIO 1 

 

1. ESTABLECER MODELO  

Se utilizaron un total de 79 ratas macho, de la cepa Sprague-Dawley, con un 

peso inicial de 115 ± 10 gramos, para obtener las 40 que fueron objeto de 

estudio.   

 

 

1.1    Estabulación de los animales  

 

Las ratas fueron estabuladas en jaulas de metacrilato en grupos de 3-4 

animales por jaula. Se mantuvieron a una temperatura constante de 20-22 º C y 

un ciclo de luz/oscuridad de 17/7 horas. Se alimentaron con dieta de 

mantenimiento para ratas (A04, Harlan-ibérica S.A., Barcelona), y agua ad 

libitum, a la que se añadió fenobarbital (Química Farmacéutica Bayer, 

Barcelona) a una concentración de 1,5 mmol/L. El estudio se llevó a cabo de 

acuerdo con la “Guia per la cura i ús dels animals de laboratori” y fue aprobado 

por el Comitè de Recerca i Ètica del Hospital Germans Trias i Pujol. 

 

 

1.2 Grupos de estudio  

 

Los 40 animales incluidos se dividieron en 4 grupos de 10 ratas cada uno. Los 

animales fueron distribuidos al azar.  

 

Grupo A: Animales control con laparotomía media : Ratas sometidas a 

laparotomía media. La intervención quirúrgica se efectuó el mismo día que 

las intervenciones de los animales de los grupos B y D, a fin de que todas 

ellas tuvieran el mismo peso en el momento de la operación. 
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Grupo B: Animales con ligadura total de la vena por ta (LTP) : Animales 

sometidos a ligadura de la vena porta, inicialmente parcial y a las 48 horas 

total.  

 

Grupo C:  Animales con cirrosis y ascitis : Se indujo la cirrosis con 

tetracloruro de carbono. Se consideraron ratas cirróticas cuando se 

diagnosticó la presencia de ascitis mediante paracentesis exploradora. 

 

Grupo D: Animales con cirrosis, ascitis y ligadura total de la vena 

porta (cirrosis + LTP): Animales a los que durante la inducción de 

cirrosis se sometieron a ligadura parcial y a las 48 horas total de la vena 

porta, continuando la inducción de cirrosis hasta la aparición de ascitis 

clínica. La LTP se realizó a las seis semanas de tratamiento con 

tetracloruro de carbono (CCl4).  

 

Previo al sacrificio de los animales de los distintos grupos se realizó una 

sobrecarga oral de glutamina, se cuantificó el grado de derivación 

portosistémica mediante microsferas fluorescentes y se determinó el amonio 

cerebral y plasmático, así como la endotoxemia plasmática (Figura 7). 
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Figura 7: Esquema de trabajo del estudio 1  
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1.3  Laparotomía media  

Cuando los animales del grupo A alcanzaron un peso de 300-350 gramos 

(unas seis semanas de estabulación) se procedió a realizar una laparotomía 

media bajo anestesia general por vía intraperitoneal con una mezcla de 

ketamina (100mg/Kg), diazepam (1 mg/Kg) y atropina (0,5 mg/Kg), sin exceder 

un volumen total de 1,5 mL/300 gramos.  La intervención quirúrgica se realizó 

bajo medidas de asepsia estrictas; tras haber rasurado y desinfectado con 

solución yodada la piel del abdomen del animal se practicó una incisión de 2 

cm en la línea media subdiafragmática. A continuación, se suturó la incisión 

quirúrgica con hilo de seda de grosor “00” y se administró como analgésico 

buprenorfina  (0,1 mg/Kg) por vía subcutánea cada 24 horas durante 48 horas.  

 

1.4   Ligadura de la vena porta   

Esta se realizó a las seis semanas de iniciar la inducción de la cirrosis en el 

grupo D, y seis semanas después de alcanzar los 200 gramos en el grupo B215. 

 Este método consiste, en resumen, en realizar una laparotomía media bajo 

anestesia general tal y como se ha descrito en el apartado  1.3. Tras la incisión 

quirúrgica, se localizó y disecó la vena porta y a unos 3-4 mm antes de su 

bifurcación, se colocó un catéter de polietileno de 20 G de diámetro encima de 

la vena y se ligó con hilo de seda “00”. Posteriormente se retiró el catéter 

quedando de esta manera, una estenosis parcial de la vena que limitó el 

diámetro intravenoso a 0,9 mm. Se suturó la incisión con hilo de seda “00”.  

Posteriormente, se administró una dosis de buprenorfina (0,1 mg/Kg) por vía 

subcutánea cada 24 horas durante 48 horas.  

A las 48 horas, se reabrió la laparotomía bajo anestesia general y se procedió a 

la ligadura total de la vena porta, lo más cercana posible al hígado. Se cerró la 

incisión nuevamente, y se prosiguió con la administración de buprenorfina 

durante tres días. 
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1.5   Inducción de la cirrosis  

La inducción de cirrosis hepática se inició cuando los animales de los grupos C 

y D alcanzaron un peso de 200 ± 15 gramos. En  este momento, se administró 

tetracloruro de carbono (CCl4) a una concentración del 99,9 %  (Sigma Aldrich, 

Madrid), una vez a la  semana, por vía intragástrica, mediante  una sonda de 

metal (Popper and Sons, New Hyde Park, NY) en un volumen inicial de 20µL.  

Los volúmenes siguientes se ajustaron a los cambios de peso del animal hasta  

el momento de la aparición de ascitis220 (tabla 4).  

 

Variación de peso 48h 

después de la última dosis 

<6 semanas de tratamiento 

variación dosis de CCl 4 

>6 semanas de tratamiento 

variación dosis de CCl 4 

Estable o aumento Incremento  en 60 µL Incremento en 80 µL 

Descenso 2% - 5,9% Incremento en 40 µL Incremento en 60 µL 

Descenso 6% - 10% Incremento en 20 µL Incremento en 40 µL 

Descenso 10,1% - 15% Mantener dosis  Mantener dosis  

Descenso > 15% Disminución en 40 µL Disminución en 40 µL 

 

Tabla 4: Dosis a administrar de tetracloruro de carbono en función de la variación del peso del 

animal.  

 

Además de la administración del CCl4 se administró fenobarbital en el agua 

para producir inducción enzimática y acelerar el proceso de cirrosis. 

 

En el grupo D, dado que a la sexta semana se realizó la ligadura parcial y 

posteriormente total de la vena porta, no se administró la dosis de dicha 

semana para evitar fallo hepático sobreañadido. Se reinició la administración a 

la séptima semana. 
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1.6  Paracentesis exploradora  

Ante la sospecha clínica de ascitis (grupos C y D), ésta se confirmó mediante la 

realización de una paracentesis exploradora. Se rasuró el abdomen del animal, 

tras la desinfección con solución yodada y se procedió a una punción 

aspiradora mediante una aguja de 25 G  y jeringa  de insulina en la fosa iliaca 

izquierda. 

 

1.7  Test de sobrecarga de glutamina  

Tras confirmarse por paracentesis la descompensación ascítica se procedió al 

test de sobrecarga de glutamina. En primer lugar, se anestesiaron las ratas con 

uretano (1g/Kg) por vía intraperitoneal. Cuando los animales empezaban a 

presentar cierto nivel de sedación se administró mediante sonda orogástrica 

una dosis de 100 mg/Kg  de L-glutamina disuelta en agua, no superando en 

ningún caso un volumen máximo de 1,5 mL.   

Posteriormente, y en un período de tiempo no superior a 5 minutos, se procedió 

a la canulación de la vena femoral externa con un abbocath de 22G y se 

realizaron extracciones de 200 µL de sangre en tubos con anticoagulante 

(EDTA pediátricos) cada 25 minutos con reposición de volemia con suero 

fisiológico 0,9 %.  

En todo momento se monitorizó la temperatura corporal del animal mediante 

determinaciones rectales a intervalos de 30 minutos ajustando la fuente de 

calor (lámpara de infrarrojos) para mantener la temperatura corporal entre 36-

38ºC. 

Las muestras obtenidas se centrifugaron inmediatamente durante 10 minutos a 

3.500 rpm. El plasma obtenido fue congelado a –80 ºC, hasta la posterior 

cuantificación de amonio. 
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1.8  Valoración  del grado de derivación porto-sistémica  

Tras la determinación seriada de amonio, y permaneciendo aún bajo los 

efectos del  anestésico, se procedió a canular con un abbocath de 22G la vena 

mesentérica superior a través de una laparotomía media. Se inyectaron 

100.000 microesferas fluorescentes (fluoSpheres® polystyrene microspheres, 

15 µm, red fluorescent, Molecular Probes Europe BV, Netherlands) en un 

volumen de 100 µL de solución salina isotónica, seguido de otros 200 µL de la 

misma solución en bolus. A los 30 segundos, se realizó una toracotomía, 

provocando la muerte del animal por colapso pulmonar.  

 

1.9   Recogida de muestras  

  

Una vez realizada la cuantificación del grado de derivación porto-sistémica se 

procedió al sacrificio del animal y a la extracción de muestras.  

 

- Muestras de sangre portal. Antes del sacrificio se obtuvieron 0,5 mL de 

sangre portal para cuantificación del nivel de endotoxinas.  

 

- Muestras de sangre de vena cava. Asimismo, antes del sacrificio, se 

extrajeron 3 mL para estudio de los parámetros bioquímicos de la función 

hepática.  

 

- Extracción de los pulmones. Se depositaron en un tubo de polipropileno 

para estudio de derivación portosistémica. 

 

- Muestras de hígado. Se extrajo una pieza de 2 gramos del  lóbulo lateral 

izquierdo que se depositó en un tubo de polipropileno para estudio de 

derivación portosistémica. A continuación se extrajo una segunda muestra 

del mismo lóbulo que se conservó en formol para su estudio histológico. 
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- Muestras de cerebro. Mediante craneotomía se realizó la extracción de 

cerebro y cerebelo, así como de tronco cerebral. El cerebro se dividió en 

tres partes:   

               · Hemisferio cerebral, hemitronco cerebral y cerebelo izquierdos: Se 

depositaron en un criotubo y se congelaron a  -80º C de forma 

inmediata, hasta su posterior procesamiento, para cuantificar amonio 

y osmolitos cerebrales. 

· Lóbulo frontal derecho. Tras determinar el peso de la pieza en fresco, 

se depositó en un criotubo y se congeló a -80º C hasta su posterior 

procesamiento para cuantificación del edema de bajo grado. 

· Lóbulo parietal, temporal y occipital, hemitronco cerebral y cerebelo 

derechos se fijaron en formol al 4% y posteriormente se incluyeron 

en parafina para estudio histológico. 

 

1.10   Cuantificación de los niveles plasmáticos de  endotoxina  

 Se recogieron 0,5 mL de sangre en un tubo de cristal apirógeno 

centrifugándose (centrífuga Sigma 203, B. Braun, Barcelona) a 3500 rpm 

durante 10 minutos y el plasma resultante se recogió mediante un abbocath 

apirógeno y se guardó en una jeringa tipo insulina apirógena con 

anticoagulante (30 unidades de heparina sódica) y se congeló a -80ºC para su 

posterior análisis. 

- La determinación se realizó mediante el test “Limulus Amebocyte Lysate 

Test”, de Crifa (Jacksonville, USA) utilizando cartuchos de sensibilidad 1-

0,01 Unidades de Endotoxina (Test de lymulus Endosafe PTS cartridges). 

Se añadieron 50 µL de plasma en 450 µL de agua apirógena hasta 

conseguir una dilución 1/10. Se puso en un baño en agitación a 75ºC 

durante 5 minutos. Posteriormente, se añadió 1,5 mL de agua apirógena 

para obtener una dilución final de 1/30. Esta dilución fue la aconsejada por 

el proveedor, tras estudio de inhibición/potenciación de las muestras de 

plasma, a fin de eliminar las posibles inhibiciones producidas por el 

anticoagulante ya que el test se basa, precisamente, en el efecto 
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coagulante del reactivo ante la presencia de endotoxina. Se colocaron 25 µL 

de la solución por cuadruplicado en el cartucho insertado en el lector (lector 

de endotoxinas Endosafe PTS Charles River Lab. Charleston). 

 

1.11 Parámetros analíticos de función hepática   

La sangre total extraída se centrifugó de la misma manera que en el caso de la 

determinación de la endotoxina.  El  plasma  obtenido  se  congeló   a     - 80º C 

hasta su procesamiento.   Éste consistió en la determinación de los siguientes 

parámetros: aspartatoaminotransferasa (AST), alaninoaminotransferasa (ALT), 

bilirrubina, glucosa,  triglicéridos, colesterol, urea, creatinina, albúmina y sodio.  

La determinación se realizó mediante un procesador de análisis clínicos 

automatizado (Dimension Clinical Chemistry System. Dade Behring). 

 

1.12  Cuantificación del grado de derivación portosistémi co 

Las muestras de pulmón y tejido hepático obtenidas para tal fin se dejaron a 

temperatura ambiente durante 2 semanas para conseguir autolisis del tejido.  

Pasado este tiempo se procedió de la siguiente manera: 

 - Se añadió a cada tubo 8 mL de hidróxido potásico 2,3 M en solución 

alcohólica con tween–80 al 0.5 % (detergente que lisa las membranas 

celulares).  

-  Se agitaron en un agitador tipo Vortex durante 20 segundos.  

-  Las muestras se introdujeron en un baño agitador a 50ºC durante 24  horas. 

-  Se reagitaron en el Vortex durante 20 segundos más. 

-  Se colocaron en el baño agitador otras 24 horas a 50 ºC.  

- Pasado este tiempo, se agitaron en el Vortex y se centrifugaron durante 20 

minutos a 2000 g.   
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-  Se eliminó el sobrenadante, dejando el pellet y 1,5 mL de sobrenadante.  

- Se añadieron 8 mL de tritón X-100 (surfactante no iónico) al 1 % y se agitaron 

durante 30 segundos. 

-  Se centrifugaron otra vez durante 20 minutos a 2000 g.   

-  Tras eliminar el sobrenadante, se dejó el pellet y 0,5-1 mL de sobrenadante.  

- Se añadieron 7 mL de tampón PBS (Phosphate Buffered Saline, pH 7,2) y se 

agitaron durante 30 segundos. Se centrifugó durante 20 minutos a 2.000 g.  

- Se eliminó el sobrenadante, dejándose el pellet y un máximo de 150 µL de 

sobrenadante.  

- Se añadieron 3 mL de 2-etoxietil acetato a una concentración del 99,9 % y se 

agitó hasta conseguir la disolución del látex de las microesferas y liberar así 

el colorante.  

- Se dejaron las muestras al abrigo de la luz y a temperatura ambiente durante 

2 días.  

- Pasado este tiempo, se agitaron vigorosamente durante 20 segundos hasta 

romper el pellet y se mantuvieron durante 3 días más en la oscuridad. 

-  Se agitaron intensamente durante 30 segundos hasta resuspender el pellet.  

- Finalmente, se centrifugaron 20 minutos a 2.000g y se recuperó el    

sobrenadante en el que se procedió a la cuantificación por fluorimetría de la 

concentración de colorante en cada muestra.  

La lectura se realizó en un fluorímetro  (Varioscan Flash, Thermofisher  

Electron corporation, USA). La longitud de onda de excitación fue de 580 nm y 

la longitud de onda de emisión fue de  605 nm.  La mayoría de las muestras 

tuvieron que ser diluidas a 1/10 o 1/20 para obtener intensidades de 

fluorescencia postexcitación que no sobrepasaran el límite superior de lectura  
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del fluorímetro. El cálculo del grado de derivación portosistémica se realizó 

mediante la fórmula detallada a continuación:  

 

 

    

 

1.13  Histología hepática y cerebral  

 

Las muestras hepática y cerebral del mismo animal se incluyeron 

conjuntamente en un mismo bloque de parafina. Se cortaron secciones de 5 

µm de espesor y se realizó una tinción con hematoxilina-eosina. El estudio 

histológico fue llevado a cabo por un anatomopatólogo que desconocía la 

asignación de grupos de cada muestra (análisis a ciegas).  

 

Respecto a las muestras hepáticas, se utilizó la puntuación de Scheuer para 

clasificar las muestras (tabla 5). 

 

 

GRADO 
ACTIVIDAD 

PORTAL/PERIPORTAL 
ACTIVIDAD LOBULAR 

0 Ninguna, mínima Ninguna 

1 Inflamación portal Inflamación pero sin necrosis 

2 Necrosis parcelar periférica leve 
Necrosis focal con cuerpos 

acidófilos 

3 
Necrosis parcelar periférica 

moderada 
Lesión focal grave 

4 Necrosis parcelar periférica grave 
Daño difuso incluyendo necrosis 

con puentes 
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Tabla 5: Clasificación de Scheuer: La parte superior de la tabla valora el grado de actividad 

necroinflamatoria de la hepatitis crónica. La parte inferior evalúa el grado de fibrosis y de 

cirrosis. 

 

El estudio de las muestras cerebrales fue realizado por el mismo 

anatomopatólogo y se buscó la presencia de astrocitos con cambios 

estructurales y morfológicos característicos de las células tipo II de Alzheimer. 

 

 

1.14  Técnica de cuantificación de amonio plasmático y cerebral   

Cuantificación de amonio en plasma:  

La cuantificación de amonio se realizó mediante un preparado comercial 

(Ammonia Assay Kit, Sigma-Aldrich, Madrid). Se añadieron 50 µL de 

plasma a 500 µL de solución para la valoración de amonio, se incubó 

durante 5 minutos a temperatura ambiente y se midió la absorbancia 

basal a 340 nm, se añadieron 5 µL del enzima L-glutamato 

deshidrogenasa (GDH) y se incubó durante 5 minutos. Se midió la 

absorbancia final nuevamente a 340 nm. Asimismo, se realizó una 

lectura con agua destilada para obtener el valor de referencia basal 

(blanco) y otra lectura con un estándar de amonio de 10 µg/mL. La 

determinación del amonio plasmático se calculó mediante la fórmula: 

 

 

ESTADO CRITERIOS DE FIBROSIS                                   

0 Ninguno 

1 Tractos fibrosos del espacio porta engrosados (fibrosis portal) 

2 Septos periportales o porto-portales con arquitectura intacta 

3 
Fibrosis con distorsión de la arquitectura pero sin evidencia de 

cirrosis 

4 Probable o definitiva cirrosis 
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               A340 = A Inicial – A Final 

            ∆ Muestra = A 340 Muestra – A 340 Blanco 

     mg NH3/mL = ∆ Muestra x Volumen Total x Factor Dilución x 0.00273 
    Volumen muestra en mL 
 
               µg NH3/mL =  ∆ Muestra x Volumen Total x 1x 2.73   
                                          Volumen muestra 
 
                      

                 µg NH3/mL = ∆ Muestra x 30.303   

 

Cuantificación de amonio en cerebro:  

La cuantificación de amonio intracerebral requirió de una preparación de 

la muestra que consistió en la disgregación y homogenización del tejido 

y la posterior precipitación de las proteínas. Para ello, pesamos la 

muestra seleccionada y se colocó en un tubo Eppendorf con cinco 

volúmenes de una solución de ácido perclórico (HClO4) frío al 6 % v/v 

(volumen de soluto/volumen de solución), disgregándose 

mecánicamente. Después se agitó en un agitador tipo Vortex durante 30 

segundos y se colocaron en un baño de ultrasonidos (JP Selecta, 

Barcelona) durante 5 minutos hasta su completa disgregación. 

Posteriormente, se centrifugó a 12.000g durante10 minutos y a 4º C. Se 

recuperaron 500 µL de sobrenadante y para conseguir un pH entre 7 y 8 

se añadieron lentamente 400 µL de carbonato potásico (KCO3) 2M, que  

nuevamente fueron centrifugados a 12.000g durante 4 minutos a 4º C.  

Se recuperaron 700 µL de sobrenadante y se comprobó su pH con tiras 

reactivas añadiéndose KCO3 si era necesario. A partir de este momento, 

el sobrenadante se dividió en dos muestras; una de ellas para la 

cuantificación de amonio que se realizó igual que en el plasma, y la otra 

se utilizó para la determinación de los osmolitos cerebrales. 
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1.15   Determinación de mioinositol y otros osmolitos cerebrales  

El mioinositol y los osmolitos cerebrales (glutamina, glutamato, taurina, 

creatina, alanina, lactato y N-acetil-aspartato) fue analizado en los grupos 

control y cirrosis con ligadura. Las muestras cerebrales fueron congeladas a     

-80ºC inmediatamente después de su extracción hasta su posterior análisis.  

 

Para poder realizar la determinación de estos parámetros las muestras fueron 

pesadas y homogenizadas. Para poder desproteinizar, se añadieron 5 

volúmenes de ácido perclórico frío al 6 % y se centrifugaron a 12000g durante 

20 minutos con posterior neutralización del ácido con hidróxido de potasio 

(KHCO3, 25% wt/vol) y posteriormente fueron liofilizadas.  

 

La cuantificación de la concentración de mioinositol cerebral y de los otros 

osmolitos se determinó mediante resonancia-espectroscópica magnética 

nuclear52,235, 236. 

 

Para realizar dicha cuantificación, se tomaron los extractos liofilizados del 

cerebro que se resuspendieron en  600 µL de agua deuterada (que permite 

realizar las determinaciones mediante resonancia magnética). Los 

desplazamientos químicos se determinaron y cuantificaron utilizando una 

referencia interna el trimetilsililpropianato sódico (TSP) a una concentración 

final de 1mM. 

Los espectros de resonancia magnética nuclear se adquirieron en un imán 

vertical Bruker Avance 400 de  4.9 Teslas equipado con una sonda de líquidos 

de 5 mm de diámetro. Durante el proceso de adquisición, la muestra se 

mantuvo a una temperatura constante de 30ºC. Los espectros 1H 

monodimensional completamente relajados (NS 32, D1 25 TR 30 s) se 

adquirieron con una secuencia watergate 3-9-19WG para la supresión de la 

señal residual del agua.  

Con estos espectros se determinó la concentración de metabolitos. 

 Para ayudar a determinar  cada pico se llevaron a cabo espectros 

bidimensionales 2D-COSY. Para poder  cuantificar el área de cada metabolito  
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se realizó una separación de señales mediante un procesamiento matemático 

(deconvolución)  que permitió obtener una imagen más nítida y con más detalle 

de cada pico, esto permitió compararlo con la del TSP para calcular la 

concentración. 

Los metabolitos que se cuantificaron presentan los siguientes desplazamientos 

químicos (tabla 6): 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

        Tabla 6: Cuantificación de los metabolitos cerebrales. 

 

La determinación de los osmolitos cerebrales ha sido realizado en el Institut de 

Reserca Vall d’Hebron, en la unitat plataforma metabonòmica (RECAVA) del 

Servei de Cardiologia. 

 

1.16  Determinación del grado de edema cerebral    

La determinación del edema cerebral se realizó de manera indirecta a través de 

la cuantificación de la diferencia ponderal entre el tejido cerebral fresco y seco. 

Para ello, se resecó del lóbulo cerebral la misma cantidad de muestra cerebral, 

tras pesarla (peso en fresco) se congeló de forma inmediata a -80 ºC hasta su 

posterior procesamiento.  

Metabolito H+  δδδδ (ppm)  
Mioinositol 2  3.61 

Taurina(Tau) 2  3.25 
Creatina (Cr) 3 3.04 

Glutamina (Gln) 2 2.46 
Glutamato (Glu) 2 2.34 

N-acetilaspartato (NAA) 3 2.02 
Alanina (Ala) 3 1.48 
Lactato (Lac) 3  1.33 

Trimetilsililpropionato sódico (TSP) 9 0 
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Para procesar las muestras reservadas para este fin se retiraron del congelador 

y directamente se colocaron directamente en el horno a 90º C durante 48 

horas. Transcurrido este tiempo, se pesaron nuevamente. El contenido hídrico 

cerebral fue la diferencia entre el peso en fresco (muestra pesada antes de 

congelar) y el peso seco. El porcentaje se obtuvo con la siguiente fórmula: 

 

 

 (peso total fresco) – (peso total seco) x  100    

Contenido hídrico cerebral % =    ------------------------------------------------------------ 

(peso total fresco)                                
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ESTUDIO 2 

 

2.  APLICACIÓN DEL MODELO  

Se incluyeron un total de 100 ratas Sprague-Dawley macho con un peso inicial 

de 115 ± 10 gramos de las que 55 finalmente fueron objeto de estudio. La 

mortalidad global (inducción de cirrosis y curso evolutivo de la enfermedad) fue 

del 62 % en las ratas cirróticas y del 15 % en las controles con ligadura. 

 

 

2.1 Estabulación de los animales  

 

Los animales fueron estabulados en jaulas colectivas de entre 3 y 4 individuos 

por jaula de metacrilato manteniéndose a una temperatura constante de 22ºC y 

ciclo de luz/oscuridad de 17/7 horas. Los animales fueron alimentados con 

dieta de mantenimiento para ratas (A04, Harlan-ibérica S.A., Barcelona), y 

agua ad libitum, en la cual se añadía 1,5 mmol/L de fenobarbital (Química 

Farmacéutica Bayer, Barcelona). El estudio se llevo a cabo de acuerdo con la 

“Guia per la cura i ús dels animals de laboratori” y fue aprobado por el Comitè 

de Recerca i Ètica del Hospital Germans Trias i Pujol. 

 

 

2.2 Grupos de estudio  

 

Los 55 animales incluidos en el estudio se dividieron en 6 grupos (cinco grupos 

de 9 animales y uno de 10). Los animales fueron distribuidos al azar en el 

momento de su estabulación en grupos control versus tratamiento con 

tetracloruro de carbono. Posteriormente, a las cinco semanas se distribuyeron 

nuevamente todos los animales para recibir placebo, rifaximina o IGF-1. 

Se dividieron en los siguientes grupos: 
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Grupo A Animales control : Diez ratas sometidas a la inyección 

intramuscular de 0,5 mL/Kg de solución salina isotónica (placebo) durante 

14 días, para evitar posibles sesgos de estrés. 

 

Grupo B   Animales tratados con rifaximina : Nueve animales a los que se 

les administró rifaximina (50 mg/Kg/día) mediante sonda orogástrica durante  

14 días, paralelamente con el grupo E. 

 

Grupo C  Animales tratados con IGF-1 : Nueve ratas a las que se las que 

se les administró IGF-1 (2 µg /100g/ cada 12 horas por vía intramuscular) 

durante 14 días. La administración se realizó al mismo tiempo que  en el 

grupo F. 

 

Grupo D Animales con cirrosis, ascitis y ligadura t otal de la vena porta 

(LTP): Nueve Animales en los que se realizó el mismo procedimiento que 

en el estudio 1. Son los controles del modelo respecto a los tratamientos.  

 

Grupo E  Animales con cirrosis, ascitis con ligadur a total de la vena 

porta tratadas con rifaximina:  Se incluyeron 9 animales, a los que tras 

realizar la inducción de cirrosis y la ligadura total de la vena porta, se inició 

tratamiento con rifaximina (50 mg/Kg/vo/día) a las 24 horas del diagnóstico 

de ascitis por paracentesis exploradora. La duración del tratamiento fue de 

14 días, posteriormente, se realizó una curva de amoniemia y se 

sacrificaron los animales. 

 

Grupo F Animales con cirrosis, ascitis con ligadura  total de la vena 

porta tratadas con IGF-1:  Se incluyeron 9 animales, a los que tras realizar 

la inducción de cirrosis y la ligadura total de la vena porta, se inició 

tratamiento con IGF-1 (2 µg/100 g/12 horas/intramuscular) a las 24 horas 

del diagnóstico de ascitis por paracentesis exploradora, durante 14 días. A 

las 12 horas de la última administración, se realizó una curva de amoniemia 

y se procedió al sacrificio de los animales. 
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Figura 8: Esquema de trabajo del estudio 2 
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En todos los grupos, antes del sacrificio se realizó un test de sobrecarga oral 

de glutamina como se ha descrito en el apartado anterior (1.7). Asimismo, el 

sacrificio de los animales se llevó a cabo de la misma manera que en el estudio 

1, bajo anestesia se realizó una toracotomía bilateral que produjo la muerte del 

animal por colapso pulmonar. 

 

2. 3   Recogida de muestras  

Se extrajeron las diferentes muestras bajo campana de flujo laminar: 

- Muestras de sangre portal. Se obtuvieron 0,5 ml de sangre portal para 

cuantificación del nivel de endotoxinas. Al igual que en el estudio previo la 

muestra fue extraída antes del sacrificio. 

 

- Muestras de sangre de vena cava. Se extrajeron 3 mL para estudio de los 

parámetros bioquímicos de la función hepática y para la determinación de 

los niveles de IGF-1 (tanto endógena como exógena). Al igual que en el 

estudio previo la muestra fue extraída antes del sacrificio. 

 
- Muestras de hígado. Se extrajo una muestra del lóbulo lateral izquierdo 

que se fijó en formol al 4% para su estudio histológico. 

 

- Muestras de contenido intestinal para estudio del sobrecrecimiento 

bacteriano. Se tomaron muestras en el fondo cecal mediante punción  con 

aguja de 20G de 0,2 mL. Se depositaron en un criotubo estéril y se 

congeló a - 80ºC hasta su procesamiento. 

 

- Muestras de cerebro. De igual manera que en el estudio anterior se 

extrajo y se procesó el cerebro para la determinación de los mismos 

parámetros (osmolitos, amonio, contenido hídrico y estudio histológico). 
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 2.4  Procesamiento de las muestras  

Las determinaciones de endotoxina, parámetros biológicos, amonio plasmático 

basal y post-sobrecarga de glutamina, así como el agua, amonio cerebrales, se 

realizaron de la misma forma que en el estudio anterior (Apartados 1.10, 1.11, 

1.14 y 1.16). 

Las muestras destinadas para estudio histológico se procesaron y se 

analizaron de la misma manera (evaluación a ciegas) que en el estudio 1 

(Apartado 1.13). 

 

2.4.1  Determinación de IGF-1 plasmático:  

La determinación del IGF-1 murino (endógeno) y el administrado (de origen 

humano) se cuantificaron paralelamente mediante dos kits de Elisa (Mouse 

IGF-I and Human IGF-1 Elisa-Kits Quantikine®, R&D Systems, USA).  

A.  Detección de IGF-1 Murino  

Para la cuantificación de IGF-1 murino, primero se han de preparar los 

reactivos y las muestras; para la preparación de los reactivos se siguió 

el siguiente protocolo: 

 

- Se dejaron los reactivos a temperatura ambiente. 

- Se reconstituyó el IGF-I estándar en 2 mL de solución de 

calibración (RD5-38) obteniendo una concentración de 2000 pg/mL. 

Dejándolo durante 5 minutos en agitación suave. 

- Se diluyeron 25 mL de solución concentrada de tampón de lavado 

en 600 mL de agua destilada para obtener 625 mL de tampón de 

lavado. 

- Se reconstituyó el Kit control con 1 mL de agua destilada. 

- Se rotularon 6 tubos tipo Eppendorf: 1.000; 500; 250; 125; 62,5; 

31,25 para la curva de calibración. 
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- Se llenaron todos los tubos con 200 µL de la solución de calibración 

(RD5-38). Y se realizaron diluciones seriadas añadiendo 200 µL de 

solución estándar en el primer tubo (rotulado: 1.000) y agitando 

mediante un agitador tipo Vortex®, de este se extrajeron 200 µL y 

se añadieron al siguiente tubo (rotulado: 500) y agitando mediante 

un agitador tipo Vortex® y así sucesivamente hasta obtener una 

dilución 1/64 en el tubo rotulado 31,25.  

 

 

También se tuvieron que preparar las muestras, esto se realizó de la 

siguiente manera: 

 

               -  Las muestras se diluyeron 1:1.000 en la solución de calibración 

(RD5- 38).  

  

   Para poder realizar la determinación, se tuvieron que preparar las 

muestras sobre una placa de 96 pocillos que contenía anticuerpos 

monoclonales anti-IGF-I de ratón. Se preparó la placa de la siguiente 

forma: 

 

- Se añadieron 50 µL de solución de calibración (RD5-38) a cada 

pocillo.  

- Se añadieron 50 µL de los estándares y las muestras en cada    

pocillo por duplicado y se cubrió la placa.  

-   Se dejó 2 h a temperatura ambiente en un agitador orbital a 500   

rpm.       

-    Se aspiraron y lavaron los pocillos con 400 µL de tampón de lavado 

(por pocillo). Se repitió el lavado hasta un total de cinco lavados. 

-   Se añadieron 100 µL de anticuerpo frente a IGF-I conjugado en 

cada pocillo.               

- Se tapó la placa y se incubó durante dos horas a temperatura 

ambiente en agitador orbital (500 rpm). 
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- Se aspiraron y lavaron los pocillos con 400 µL de tampón de lavado 

eliminándose completamente el líquido. Se repitió cuatro veces el 

proceso de lavado hasta realizar un total de cinco lavados. 

- Se añadieron 100 µL en cada pocillo de la solución sustrato 

(reacciona con el anticuerpo coloreando de azul la muestra) que se 

preparó inmediatamente antes de su uso según instrucciones del 

proveedor. Y se incubó a temperatura ambiente y protegido de la 

luz durante de 30 minutos. 

- Se añadieron 100 µL de ácido clorhídrico 1 N (solución “stop”) en 

cada pocillo y se agitó la placa, observándose un viraje del color de 

azul a amarillo. 

- Se leyó la absorbancia a 450 nm. La concentración de IGF-1 se 

midió por el incremento de la absorbancia a 450 nm. Se corrigió el 

ruido de fondo (metacrilato de los pocillos) con la absorbancia a 

570 nm. 

 

        B.  Detección de IGF-1 Exógeno  

 

Para la detección del IGF-1 humano se procedió de la misma manera 

que para detectar IGF-1 murino salvo por: 

 

- Las muestras de plasma se prepararon mediante una sustancia 

para separar el IGF-1 unido a las proteínas transportadoras (según 

indicación del proveedor). Asimismo, la dilución utilizada fue 1/20 

en lugar de 1/1000.  

- Para preparar la placa que en este caso contenía anticuerpos 

monoclonales anti-IGF-1 humano, se añadieron 150 µL de solución 

de ensayo (RD1-53) en cada pocillo.  

- Se añadieron 50 µL de la muestra diluida y de los estándares, en 

cada pocillo y se tapó la placa para incubarlo durante dos horas a 

una temperatura entre 2 y 8 º C. 

- Se aspiró y lavó los pozos con 400 µL de tampón de lavado en 

cuatro ocasiones. Se eliminó completamente el líquido tras cada 

lavado.  
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- Se añadieron 200 µL de solución de anticuerpo conjugado en cada 

pocillo incubándose 1 hora más a temperatura de entre 2 y 8 º C. 

Se realizaron lavados con tampón de lavado en cuatro ocasiones. 

- Posteriormente, se añadieron 200 µL de la solución sustrato en 

cada pocillo y se incubó durante 30 minutos a temperatura 

ambiente y protegidos de la luz. Los pocillos adquirieron una 

coloración azul.  

- Se añadieron 50 µL de ácido clorhídrico 1 N (solución “stop”) en 

cada pocillo y se agitó, observándose un cambio de color del azul 

al amarillo. 

- Se leyó la absorbancia a 450 nm y se corrigió a 570 nm. 

 

2.4.2 Contenido bacteriano intestinal  

Tras pesar las muestras de heces se añadió el triple del peso en volumen de 

agua destilada y se agitaron vigorosamente en un agitador tipo Vortex hasta 

conseguir su homogeneización. A continuación, se diluyeron 100 µL de la 

muestra en 900 µL de agua bidestilada (dilución 1/40) homogenizando la 

muestra nuevamente, se realizó el mismo procedimiento con 50 µL de la 

muestra diluida y se añadieron 950 µL de agua bidestilada (dilución 1/800) y 

finalmente una última dilución con 50 µL en 950 µL de agua bidestilada 

(dilución 1/16.000).   

Mediante un asa calibrada de 100 µL se sembraron dos placas agar-sangre 

quedando una dilución final de  1/8.000 y 1/160.000 UCF/mL incubándose en 

una estufa (Indelab C1-36L) durante 48 horas a 37ºC. En ese momento, se 

recontaron las unidades formadoras de colonias/mL (UFC/mL). El recuento se 

llevo a cabo sobre las placas de menor dilución (1/8.000) siempre que fuera 

posible, en el caso que no se pudieran diferenciar las colonias de la placa se 

procedía a contar la de mayor dilución (1/160.000). Se consideró 

sobrecrecimiento bacteriano cuando el recuento era superior a la media + 2 

desviaciones estándar de los controles. 
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3.    ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

Los datos fueron expresados como media ± desviación estándar de la media. 

La significación estadística fue estimada aplicando los test de Kruskal-Wallis 

seguidos de comparaciones múltiples a posteriori utilizando los test de U de 

Mann-Whitney con el ajuste de Bonferroni y la “t de Student”. Se consideró 

significativo un valor de P inferior a 0,05  (p<0,05). 
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ESTUDIO 1 

 

1.1   Mortalidad y desarrollo de ascitis  

La mortalidad global del estudio fue del 49,3 % (39 ratas). La mortalidad fue 

nula en el grupo A (grupo control) como era de esperar, del 37 % (5 ratas) en el 

grupo B (grupo LTP), del 55 % (12 ratas) en el grupo C (grupo cirrosis) y del 67 

% (22 ratas) en el grupo D (grupo cirrosis + LTP).  

 

Respecto al desarrollo de ascitis no se evidenciaron diferencias entre los 

grupos C y D. En el grupo de cirrosis (grupo C) la ascitis se evidenció entre las 

semana 8 y 19 siendo la media de 13,4 semanas, mientras que en el grupo D 

(cirrosis más ligadura de la vena porta) fue de 9,6 semanas (entre 8 y 13 

semanas, excepto una rata en la que la ascitis apareció a las 22 semanas) 

(p=0,160). Como era de esperar ningún animal de los otros dos grupos A y B 

(control y LTP, respectivamente) desarrolló ascitis. 

  
 
 
1.2   Parámetros bioquímicos y función hepática  

 
En la tabla 7, se relacionan los parámetros bioquímicos y de función hepática 

en los cuatro grupos de ratas estudiados. Los parámetros analíticos de 

necroinflamación hepática  (AST y ALT) fueron significativamente superiores en 

los grupos de ratas con cirrosis (C y D) comparado con los grupos sin cirrosis 

(A y B). Por otro lado, los parámetros como la bilirrubina, la glucosa y el 

colesterol fueron estadísticamente superiores en el grupo D comparado con los 

grupos A y B, y con tendencia a ser superior respecto al grupo C. Los niveles 

de urea estaban significativamente incrementados en el grupo D en 

comparación con los otros grupos, sin diferencias en los niveles de creatinina 

(Tabla 7). 
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 Glucosa 

(mmol/L) 
Triglicéridos 

(mmol/L) 
Urea 

(mmol/L) 
Creatinina 
(mmol/L) 

Colesterol  
(mmol/L) 

Control 
(Grupo A) 

 
22.0±8.2 0.32±0.1 12.6±1.2 124±39 2.6±0.5 

Control + LTP  
(Grupo B) 

 
19.8±7.0 0.56±0.2 12.1±2.1 95.9±32 2.5±0.7 

Cirrosis 
(Grupo C) 

 
18.6±9.7 0.83±0.4a,b 11.3±1.6 90.7±29 3.6±0.8a,b 

Cirrosis + LTP  
(Grupo D) 

 
10.8±5.4a,b 0.76±0.3a 18.8±2.4a,b,c 63±28a 3.5±0.7a,b 

 
 
a: p<0.05 vs control,  b: p<0.05 vs control + LTP, c: p<0.05 vs cirrosis 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Bilirrubina  

(µµµµmol/L) 
ALT 

(UI/L) 
AST 

(UI/L) 
Albúmina  

(gr/L) 
Na+ 

(mmol/L)  
Endotoxina 

UE 

Control 
(Grupo A) 

 
0.9±0.5 109±48 259±92 34.6±4.7 130±2.1 0.034±0.004 

Control + LTP  
(Grupo B) 

 
1.3±0.4 100±41 184±71 32.0±1.5 133±1.2 0.035±0.005 

Cirrosis 
(Grupo C) 

 
2.1±1.6 331±473a,b 622±812b 29.8±3.2a 136±1.4 0.09±0.037 

Cirrosis + LTP  
(Grupo D) 

 
4.6±2.3a,b 260±281a,b 427±295b 25.5±3.2a,b 134±2.2 0.14±0.067a,b 

 
 
a: p<0.05 vs control,  b: p<0.05 vs control + LTP, c: p<0.05 vs cirrosis 
 
 
 
Tabla 7 Parámetros analíticos de los cuatro grupos del estudio. 
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1.3   Grado de derivación portosistémica  

 

El grado de derivación porto-sistémica fue similar en los grupos de cirrosis 

(grupos C y D) y en el grupo B, mientras que en el grupo control (grupo A) no 

se evidenció ningún grado de derivación porto-sistémica (Figura 8). Los valores 

en el grupo con cirrosis (grupo C) fueron 33 ± 11%, en los animales con cirrosis 

y LTP (grupo D) 54 ± 10%, en el grupo de LTP sobre hígado no cirrótico (grupo 

B) 52 ± 14% y en el grupo control (grupo A) 0,27 ± 0,06 %. A pesar de no 

evidenciarse significación estadística entre el grupo C (cirrosis sin ligadura) y 

los grupos en que los animales fueron sometidos a intervención derivativa 

(grupos B y D) se observó una tendencia a un mayor grado de derivación en 

estos dos últimos grupos (Figura 9). 

 

 

 

Grado de derivación portosistémica

%

a

a

a

 
 

 

Figura 9: El grado de derivación portosistémica está en relación a la cantidad de vasos 

colaterales existentes, por lo que, en los grupos con ligadura hay mayor número de vasos 

colaterales sobretodo si se asocia a cirrosis.  
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En la figura 10, se puede observar la correlación directa que existió entre el 

grado de derivación portosistémica y los niveles de amonio plasmático tras una 

sobrecarga de glutamina. 

 

 

 
 

 

Figura 10: Tras una sobrecarga de glutamina se evidencia que existe una correlación en el 80 

% de los casos (R= 0,806), entre el grado de derivación portosistémica y la cinética del 

metabolismo del amonio (absorción y eliminación), representada como el área bajo la curva 

obtenida durante 240 minutos (AUC-240). 
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1.4   Endotoxina plasmática  

 

Los niveles plasmáticos de endotoxina se hallaban aumentados en los grupos 

C (0,09±0,037 UE/mL) y D (0,14±0,067 UE/mL) en comparación con los grupos 

A (0,034±0,004 UE/mL) y B (0,035±0,006 UE/mL), aunque sólo en el grupo D 

se objetivaron diferencias significativas frente a los grupos de ratas no cirróticas 

(grupos A y B) (p<0,04) (Figura 11). 

 

 

Endotoxina plasmática

U. E.

a
a p<0.05 vs  grupos A y B

 

Figura 11: Niveles de endotoxemia de los animales del estudio.  
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1.5   Amonio plasmático basal  

 

Las concentraciones plasmáticas de amonio fueron significativamente 

superiores en el grupo de ratas cirróticas con ligadura de la vena porta (grupo 

D) en comparación con las ratas de los grupos B y C. Todos estos grupos 

presentaron niveles de amonio más altos que los del grupo A (grupo D: 285 ± 

44, C: 162 ± 14, B: 149 ± 27, y A: 89 ± 11 µmol/L, p<0,05) (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Niveles amonio plasmático basal, antes de la sobrecarga oral de glutamina.   Los 

niveles de amonio eran más elevados en todos los grupos en comparación con el grupo 

control.  
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1.6   Test de sobrecarga de glutamina   

 

El área bajo la curva de los niveles plasmáticos de amonio tras realizar la 

sobrecarga de glutamina fue significativamente mayor en el grupo D respecto al 

resto de grupos de estudio. Por el contrario, las áreas bajo la curva de los 

grupos B y C fueron similares entre ellas y superiores a la del grupo A (Figura 

13). Por otra parte, los niveles de amonio en todas las determinaciones 

realizadas en el grupo D (cirrosis + LTP) fueron superiores a las del resto de 

los grupos. 

 

 

 

 
 
 

Figura 13: Áreas bajo la curva (AUC) después de 240 minutos de la sobrecarga oral de 

glutamina de los distintos grupos de estudio.  

 

 

 



  Resultados   

 107 

1.7   Amonio cerebral  

 

Los niveles de amonio cerebral, tras una sobrecarga oral de glutamina, fueron 

significativamente mayores en el grupo D en comparación con los grupos A, B 

y C (0,42±0,05 frente a 0,25±0,02; 0,27±0,03 y 0,29±0,03 mmol/Kg, 

respectivamente, p<0,05). No se evidencian diferencias estadísticamente 

significativas entre los grupos A, B y C (Figura 14).  

 

 

Niveles de amonio cerebral

µm
ol

 N
H

4 
+
/K

g

aa p<0.05 vs grupos A, B y C

 

Figura 14: Los niveles de amonio cerebral fueron significativamente más altos en el grupo de 

ratas cirróticas + LTP respecto al resto de grupos. 
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1.8   Mioinositol y otros osmolitos cerebrales  

En el grupo de ratas cirróticas con LTP (grupo D) los niveles de osmolitos 

cerebrales mioinositol, taurina, creatina y lactato fueron significativamente más 

bajos que los obtenidos en los grupos de ratas controles (grupo A), mientras que 

los niveles de glutamina fueron significativamente más altos (Tabla 8).  

 

Osmolitos cerebrales

Osmolitos(µmol/g) Control Cirrosis + LTP P 

Myo-inositol 3.82±1.28 2.22±0.96* 0.013

Taurina 1.59±0.45 1.08±0.38* 0.029

Glutamato 3.80±1.51 3.27±0.95 0.414

Glutamina 3.50±0.69 4.78±1.99 0.109

Creatina 5.01±1.52 3.44±0.69* 0.018

NAA 3.44±1.07 2.54±0.69 0.066

Alanina 0.287±0.129 0.281±0.171 0.938

Lactato 9.21±2.59 5.97±1.22* 0.007

 

Tabla 8: Niveles de osmolitos cerebrales de los animales del grupo control (grupo A) y del 

grupo cirrosis + LTP (grupo D). 

 

En las figuras 15 y 16 se muestran  los espectros monodimensional y 

bidimensional de una muestra cerebral de una rata cirrótica con LTP (muestra 

97), en la que se identifican los  picos más importantes de los espectros.  
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¡Error! No se pueden crear objetos modificando códigos de campo. 

Figura 15:   Espectro  de  los  osmolitos  cerebrales  de  una  rata  del  grupo cirrosis + LTP 

(rata 97).  
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Figura 16:   Espectro  2D-COSY  de  un  animal  con  cirrosis   y    LTP  ( muestra 97).  Myo-
inositol (mIns), Taurina (Tau),Creatina (Cr), Glutamina (Gln), Glutamato (Glu), Glutamato + 
Glutamina (Glx), n-acetilaspartato (NAA), alanina (Ala), Lactato (Lac), trimetilsililpropianato 
sódico (TSP). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1.9   Edema Cerebral  
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El contenido hídrico cerebral (edema de bajo grado) fue significativamente 

mayor en el grupo de ratas cirróticas con LTP (grupo D) (79,07 % ± 0,66) en 

comparación tanto con el grupo de cirrosis (grupo C) (78,56 % ± 0,25) como 

con el grupo de LTP (grupo B) (78,63 % ± 0,24) y con las ratas control (grupo 

A) (78,24 % ± 0,19, p<0.05). 

 

 
 

Figura 17:   El contenido de agua cerebral fue significativamente más elevado en el grupo de 

ratas cirróticas + LTP en comparación a los otros grupos. 

 

 

 

1.10    Histología  
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Histología hepática  
 
Todas las ratas que fueron tratadas con tetracloruro de carbono desarrollaron 

cirrosis con nódulos de regeneración. De acuerdo con el sistema de 

clasificación para valorar el grado de fibrosis descrito por Scheuer237, se 

evidenció que  todas las ratas presentaron un grado de fibrosis 4 (F4). (Figura 

18). En cambio, en las ratas a les que no se les indujo cirrosis, la histología 

hepática fue normal, salvo la presencia ocasional (<1 %) de alguna vacuola con 

contenido graso, hallazgo propio en los animales de esta edad. (Figura 19) 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Todos los animales de los grupos tratados con CCl4 (grupos C y D, cirrosis y cirrosis 

con ligadura, respectivamente) presentaban en las muestras hepáticas cirrosis con necrosis y 

esteatosis.  
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Figura 19: Biopsia hepática de un animal del grupo control. Se observa un hígado de aspecto 

normal con alguna vacuola de grasa. 

 

 

 

 

 

Histología cerebral  

 

Como era de esperar, no se observaron cambios histológicos en el cerebro en 

ninguno de los animales de los grupos A y B (animales no cirróticos) (Figura 

20). Por el contrario, en el grupo D (cirrosis + LTP) se evidenciaron cambios 

histológicos compatibles con células tipo II de Alzheimer en los astrocitos 

(edema astrocitario, núcleo pálido, alargado, grande, edematoso, lobulado, con 

la cromatina dispuesta en la periferia y con un nucleolo prominente) en casi la 

mitad de las ratas de este grupo. (Figura 21) 
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Figura 20:   Muestra de un cerebro de rata control donde se aprecian astrocitos de aspecto 

normal. 

 

                        

 

Figura 21:   Las flechas muestran astrocitos con cambios morfológicos característicos de las 

células tipo II de Alzheimer. Este tipo de células fue observado en el 50 % de los animales con 

cirrosis. 
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ESTUDIO 2 

 

2.1   Mortalidad  

La mortalidad de los animales en este segundo estudio fue similar a la 

observada en el primero. Un 64 % de los animales con cirrosis y ligadura de la 

vena porta murieron antes de desarrollar ascitis. Durante los 14 días de 

tratamiento (placebo, rifaximina o IGF-1) murieron otros siete animales 

distribuidos como sigue: tres animales en el grupo cirrosis y LTP (Grupo D; 

3/12, 25%), dos animales del grupo cirrosis y LTP tratados con rifaximina 

(Grupo E; 2/11, 18,2%) y dos animales del grupo cirrosis y LTP tratados con 

IGF-1 (Grupo F; 2/11, 18,2 %). No hubo diferencias significativas entre los 

grupos. Ninguno de los animales de los grupos controles (control, control + 

rifaximina, control + IGF-1) murió durante el estudio. 

 

2.2 Parámetros bioquímicos  

En la tabla 9 se muestran los principales parámetros bioquímicos en los seis 

grupos de ratas estudiadas. Los parámetros bioquímicos de función hepática 

(AST y ALT) estaban aumentados en los grupos de ratas con cirrosis, siendo 

las AST significativamente superiores respecto a los controles en los grupos  

con cirrosis + LTP (grupo D) y en el grupo con cirrosis + LTP + tratamiento con 

IGF-1 (grupo F).  

 

Respecto a las ALT, los niveles séricos fueron significativamente superiores en 

los mismos grupos de animales (D y F) respecto a  los grupos control y control 

+ IGF-1 (grupos A y C).  

 

La bilirrubina fue  significativamente superior en el grupo de ratas con cirrosis + 

LTP (grupo D) respecto a todos los otros grupos. En el grupo F (cirrosis + LTP 

+ IGF-1) la bilirrubina fue significativamente superiores a la observada en los 
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grupos controles (A, B y C) y  mayor que en el grupo E  (cirrosis + LTP + 

rifaximina) aunque sin diferencias estadísticamente significativas. En el caso 

del grupo E, los niveles de bilirrubina fueron significativamente superiores a los 

observados en el grupo de animales control + IGF-1.  

 

En relación a los niveles plasmáticos de glucosa se observaron diferencias 

significativamente superiores en dos grupos de animales con cirrosis (cirrosis + 

LTP y cirrosis + LTP + IGF-1, grupos D y E, respectivamente). Por otra parte 

los niveles de glucosa fueron significativamente superiores en el grupo con 

cirrosis + LTP + Rifaximina (grupo E) respecto al grupo control + IGF-1 (grupo 

C). 

En los grupos controles (A, B, C) no existieron diferencias estadísticamente 

significativas en ninguno de los parámetros valorados. En cuanto a la creatinina 

y las proteínas totales no se observan diferencias significativas entre ninguno 

de los grupos estudiados (Tabla 9). 

 

 

   Tabla 9: Parámetros bioquímicos de función hepática y función renal. 
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2.3  Niveles de endotoxina plasmática  

El grupo de animales con cirrosis y ligadura de la vena porta (grupo D) 

presentó los niveles más altos de endotoxina plasmática (0,0582 ± 0,021), 

significativamente más elevados que los grupos control (A: 0,0384 ± 0,009, B: 

0,0373 ± 0,007 y C: 0,0378 ± 0,084; p<0.05). Tanto el tratamiento con IGF 

(grupo F) y con rifaximina (grupo E) fueron capaces de normalizar los niveles 

plasmáticos de endotoxina y fueron similares a los encontrados en los grupos 

control (F: 0,041 ± 0,009 y E: 0,0432 ± 0,012; p= n.s. respecto A, B y C)      

(Figura 22). 

 

Figura 22: Niveles de endotoxemia plasmática. 
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2.4   Amonio Plasmático  

           Como ya se evidenció en el estudio 1, los niveles de amonio plasmático 

basal fueron más altos en el grupo de animales con cirrosis y ligadura de la 

vena porta (grupo D: 268,78 ± 83,11 p <0.05 respecto a los grupos  A, B, C, E). 

El tratamiento con IGF-1 fue incapaz de reducir dichos niveles (grupos F: 

325,59 ± 165,7 , p< 0.05 respecto a los grupos A, B, C y E), Por el contrario, en 

el grupo tratado con rifaximina (grupo E) disminuyó de forma significativa la 

concentración de amonio plasmático, alcanzando niveles similares (E: 200,93 ± 

118,88) a los hallados en los grupos controles (A: 136,23 ± 102,7, B: 112,04 ± 

99,94, C: 134,66 ± 106,78, p= n.s) (Figura 23). 

 

 

Figura 23: Niveles de amoniemia de todos los grupos de estudio siendo estadísticamente 

mayor en los grupos D y F. 
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2.5   Sobrecrecimiento bacteriano intestinal  

El punto de corte para determinar sobrecrecimiento bacteriano se estableció, a 

partir de la media ± 2 DS del  grupo control238,   siendo   estos   valores de 8,44 

·106 + 2x 4,6 ·106  =  17.64·106 UFC/mL. 

La administración de rifaximina se acompañó de una disminución significativa 

del contenido bacteriano cecal, tanto en el grupo control + Rifaximina (grupo B: 

4,41·106 ± 3,3 ·106) como en el grupo cirrosis + LTP + Rifaximina (grupo E: 

4,4·106 ± 4,1·106 UFC/mL), en comparación tanto con los otros dos grupos 

controles (grupos A  y  C, respectivamente 8,44·106 ± 4,6 ·106 y  8,91·106 ± 

4,0·106 UFC/mL) como en los grupos cirróticos no tratados con rifaximina           

(grupos D y F 18,6·106 ± 10,7· 106 y 20,43·106 ± 13,9·106 UFC/mL, 

respectivamente). Además, rifaximina fue capaz de eliminar el 

sobrecrecimiento bacteriano en el grupo de cirrosis tratado con este antibiótico 

(grupo E). Por el contrario, casi la mitad de los animales cirróticos + LTP no 

tratados con rifaximina presentaban sobrecrecimiento bacteriano (Figura 24). 

 

Figura 24: Contenido bacteriano cecal, evidenciándose un sobrecrecimiento estadísticamente 

significativo en los grupos con cirrosis+LTP y cirrosis+LTP + IFG-1, por el contrario el grupo de 

ratas con cirrosis+LTP en tratamiento con rifaximina los niveles son similares a los controles.  



  Resultados   

 120 

2.6   Amonio Cerebral  

Los resultados obtenidos en la determinación de amonio cerebral presentaron un 

comportamiento similar a los de amonio plasmático. Los resultados fueron los 

siguientes; grupo A: 0,444 ± 0,09 mmol/Kg, grupo B: 0,484 ± 0,15 mmol/Kg, grupo 

C: 0,508 ± 0,165 mmol/Kg, grupo D: 0,761 ± 0,23 mmol/Kg, grupo E: 0,535 ± 0,18 

mmol/Kg y grupo F: 0,640 ± 0,21 mmol/Kg. Los niveles de amonio cerebral en los 

grupos D (cirrosis + LTP), y F (cirrosis + LTP + IGF-1) fueron significativamente 

superiores respecto al resto de grupos (p<0.05). En cambio, los niveles de amonio 

cerebral en el grupo de ratas cirróticas con LTP que fueron tratadas con rifaximina 

(grupo E) fueron similares a los observados en los grupos controles (Figura 25). 

 

 

      Figura 25: Niveles de amonio cerebral en los distintos grupos de estudio.  
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2.7   Test de sobrecarga de glutamina  

La cinética de eliminación de amonio tras sobrecarga de glutamina valorada 

como el área bajo la curva de eliminación de amonio fue mayor en las ratas 

cirróticas con ligadura de la vena porta (grupo D: 1885,9 ± 198) que en las 

ratas controles independientemente de su tratamiento A: 1363,7 ± 853, B: 

1476,6 ± 659 y C: 1158,6 ± 541). El tratamiento con rifaximina mejoró la 

cinética de eliminación de amonio en las ratas cirróticas (Grupo E: 1628,5 ± 

1199), mientras que IGF-1 fue incapaz de mejorar este parámetro en estas 

ratas (grupo F: 3337 ± 2198) (Figura 26). 

 

 

Figura 26: Área bajo la curva de los niveles de amonio tras una sobrecarga de glutamina 

durante 240 minutos. 
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2.8   Edema de bajo grado cerebral  

La presencia de edema de bajo grado se cuantificó mediante el contenido de 

agua cerebral. Los animales cirróticos con ligadura de la vena porta (grupos D, 

E y F) mostraron un contenido de agua cerebral significativamente mayor que 

los controles independientemente del tratamiento (Grupo D: 0,7907 ± 0,0067 

frente a grupo A: 0,7851 ± 0,0074, grupo B: 0,7796 ± 0,0070 y  grupo C: 0,7844 

± 0,0018; p<0.05). El tratamiento de las ratas cirróticas con rifaximina eliminó la 

presencia de edema de bajo grado en estos animales (grupo E: 0,7866 ± 

0,0123; p<0.05 frente a grupo D y p<n.s. frente a los grupos A, B, C). Por el 

contrario, el grupo de ratas cirróticas tratadas con IGF-1 presentaron unos 

niveles similares al grupo D (grupo F: 0,7883 ± 0,0026) (Figura 27). 

 

 

Figura 27: Porcentaje de edema cerebral de bajo grado en los grupos de estudio.  
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2.9   Determinación de los niveles de IGF-1  

En relación a los niveles de IGF-1 endógeno (origen murino) se evidenció una 

clara diferencia de valores entre los grupos control respecto a los grupos 

cirróticos (p< 0,05). Aunque, individualmente no hubo ningún grupo que 

presentase una diferencia estadísticamente significativa respecto a los demás,  

se observó que el grupo F (tratado con IFG-1) fue el que presentó los niveles 

más bajos de IGF-1 murino  (Figura 28). 

Se determinaron los niveles plasmáticos de IGF-1 exógeno en los grupos a los 

que se les administró IGF-1, es decir en los grupos C y F. La cuantificación se 

realizó en sangre periférica unas 12 horas después de su última administración 

(aproximadamente una t1/2). Los niveles fueron indetectables. 

 

 

Figura 28: Niveles plasmáticos de IGF-1 murino en los distintos grupos de tratamiento. 
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2.10   Histología  

Todos los animales a los que se les trató con CCl4, independientemente del 

grupo de tratamiento (grupos D, E y F), presentaron criterios de cirrosis con 

presencia de nódulos de regeneración (F4) en la histología hepática. Respecto 

a los animales controles (grupos A, B y C) todas las muestras hepáticas 

presentaron un hígado de aspecto normal (F0 de la clasificación de Scheuer).  

Se observó astrocitosis Alzheimer tipo II en casi la mitad de los animales con 

cirrosis y ascitis, independientemente de si recibieron tratamiento (rifaximina o 

IGF1) o no. 
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En la presente Tesis se propone el desarrollo de un nuevo modelo para 

estudiar la encefalopatía hepática (EH) (Estudio 1) mediante la combinación de 

dos modelos de hipertensión portal diferentes: la hipertensión portal 

extrahepática generada por la ligadura total de la porta y un método de 

hipertensión portal intrahepática mediante la inducción de cirrosis por 

tetracloruro de carbono (CCl4). En el segundo estudio, se ha utilizado este 

modelo para valorar un posible nuevo tratamiento de la EH. 

 

 

 

ESTUDIO 1 

 

Hasta la fecha, la mayoría de los modelos propuestos de EH se han basado en 

el fallo hepático agudo. Muchos de ellos utilizan la hepatotoxicidad mediada por 

azoximetano204, dado que es un modelo excelente porque es dosis 

dependiente, genera coma hepático y, además, es económico. Se han 

empleado otras sustancias hepatotóxicas como paracetamol210,239, 

galactosamina240 y tioacetamida60,205, pero con resultados más variables y, por 

tanto, menos reproducibles. Los modelos quirúrgicos basados en la toxicidad 

por hiperbilirrubinemia como la resección/ligadura241 del colédoco, en la 

hipertensión portal generada por la ligadura de la vena porta242 o en la 

isquemia inducida por la ligadura de la arteria hepática243 son también 

utilizados. A pesar de esto, el modelo quirúrgico más usado es el basado en la 

derivación porto-sistémica como la anastomosis porto-cava202, 244. Sin embargo, 

en este modelo se produce una EH mínima, lo que no permite el estudio de la 

EH en todos sus grados (desde formas subclínicas hasta coma profundo). Por 

otra parte se ha de destacar que todos los modelos quirúrgicos anteriormente 

descritos se desarrollan sobre un hígado sano, a diferencia de lo que ocurre en 

la EH que acontece en la cirrosis humana. Recientemente se ha publicado un 

modelo de enfermedad hepática crónica inducida por la ligadura del colédoco 

pero, para conseguir cierto grado de EH, este modelo debe estar asociado a la 

administración de acetato de amonio en la dieta70. 
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En resumen, todos los modelos descritos anteriormente se basan en generar 

EH mediante un fallo hepático agudo (por toxicidad, isquemia…) o bien 

mediante técnicas derivativas sobre un hígado sano. Ninguno de los modelos 

de EH disponibles, salvo el citado anteriormente70, se realizan en un hígado 

con hepatopatía crónica de base. Mullen y cols199 propusieron una serie de 

criterios para desarrollar un modelo experimental ideal para estudiar, de la 

forma más homogénea posible, la EH. Según estos autores, los criterios que 

definen la idoneidad de un modelo para conocer mejor la fisiopatología y, por 

ende, posibles tratamientos de la EH son, por un lado, que se asocie a una 

hepatopatía crónica en fase de cirrosis y, por otro lado, que incluya todos los 

grados posibles de EH y, como ocurre en la práctica clínica habitual, que sea 

reversible y no sea debida a complicaciones extrahepáticas. Además, debería 

desencadenarse tras una sobrecarga de nitrógeno gastrointestinal (test de 

sobrecarga de glutamina) y mejorar con el tratamiento estándar de la EH. 

Asimismo, la EH debería asociarse a un metabolismo anormal del nitrógeno y, 

a nivel histológico, deberían objetivarse astrocitos tipo-II de Alzheimer.  

 

En los modelos en los que se induce cirrosis ya sea mediante ligadura biliar o 

toxicidad, el desarrollo de EH es mínimo245, 246 y suele presentarse en  estadíos 

muy evolucionados de su hepatopatía y frecuentemente asociados a algún 

proceso infeccioso (PBE, bacteriemia…). Pese a todo ello, no se consiguen los 

diferentes grados de EH que se evidencian en los pacientes con cirrosis. Esto 

genera la necesidad de desarrollar un modelo nuevo que supla estas 

carencias. 

  

En el modelo propuesto en el estudio 1 de la presente Tesis, la inducción de la 

cirrosis se realizó mediante la administración intragástrica de CCl4 y 

fenobarbital, como inductor enzimático. Se admite que este modelo reproduce 

con bastante aproximación las alteraciones metabólicas, hemodinámicas y 

nutricionales de la cirrosis en pacientes216. Como era de esperar, la tasa de 

mortalidad durante el proceso de inducción de  cirrosis con ascitis fue del 55 % 

en el grupo de cirrosis con ascitis (similar a la descrita en la bibliografia220) y 

algo mayor, un 67 %, en el modelo combinado (cirrosis y LTP).  Ciertamente, 

es una mortalidad bastante alta, pero se debe tener en cuenta que la 
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mortalidad observada en el grupo B (ratas con ligadura total de la porta) al 

realizar la intervención sobre un hígado sano ya fue del 37 %. A la vista de 

estos resultados, cabría esperar que la mortalidad del grupo D (cirrosis con 

LTP) fuera más alta si tenemos en cuenta la mortalidad de cada grupo, cirrosis 

y LTP (B y C, respectivamente), por separado; sin embargo, la mortalidad sólo 

se incrementó en un 12 %. Probablemente, esto es debido a que en este grupo 

de animales que se intervienen cuando son pre-cirróticos (seis semanas de 

inducción) están desarrollando ya circulación colateral por hipertensión portal 

incipiente que compensa la ligadura, inicialmente parcial y posteriormente total, 

de la porta.  

 

Respecto al desarrollo de ascitis, el hecho de no evidenciarse diferencias 

significativas respecto al tiempo de su diagnóstico, tanto si se realizó sólo 

cirrosis o si se combinó con la LTP, se puede explicar porque, tanto en 

modelos experimentales como en pacientes, la hipertensión portal 

presinusoidal (ligadura de la porta) habitualmente no genera ascitis, sino que 

esta aparece dependiendo del grado de hipertensión portal sinusoidal que 

genera la cirrosis. Hay que destacar que el tiempo de aparición de ascitis fue 

muy variable, circunstancia que ya había sido descrita previamente en el 

modelo de CCl4
220

.  En cualquier caso, en todos los animales en los que se 

indujo una cirrosis, se comprobó su existencia en los estudios histológicos. 

 

En cuanto a los parámetros de la función hepática, se objetivaron niveles más 

altos de transaminasas en los animales de los grupos de cirrosis y cirrosis con 

LTP (grupos C y D, respectivamente), aunque sólo la bilirrubina fue superior en 

las ratas del grupo en el que se combinaron ambos modelos (grupo D). A pesar 

de que la albúmina plasmática estaba disminuida en los grupos C y D, sólo fue 

significativamente menor en el grupo D respecto a los controles y al modelo de 

control con LTP (grupo B), mientras que los niveles fueron menores, aunque no 

de forma estadísticamente significativa, respecto al modelo de cirrosis (grupo 

C). Otro parámetro indirecto de funcionalidad hepática es la glucemia, que en el 

grupo D fue menor respecto a todos los grupos, lo que sugiere una mayor 

insuficiencia hepática. Esta diferencia fue significativa respecto a los grupos 

control y control con LTP (grupos A y B, respectivamente). En los grupos con 
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cirrosis no se evidenciaron muchas diferencias entre sí, pero se observó una 

tendencia a tener mayor alteración de la función hepática que se puede atribuir, 

probablemente, a que la LTP genera un mayor grado de hipertensión portal 

(intrahepática más extrahepática). 

 

Paradójicamente, y al contrario de lo que sucede en los pacientes cirróticos, las 

concentraciones plasmáticas de triglicéridos y colesterol en este modelo de 

cirrosis por CCl4 en ratas (también en conejos), aumentaron con la progresión 

de la enfermedad247, 248. En nuestro estudio se evidenció un mayor incremento 

de los niveles plasmáticos de colesterol y triglicéridos en los grupos de ratas 

con cirrosis (grupos C y D).  

 

Respecto a la función renal, el incremento de urea observado no estuvo en 

relación a una disfunción renal ya que los niveles de creatinina fueron 

normales, si no más bien a una menor capacidad de detoxificación hepática del 

amonio y a un menor flujo sanguíneo hepático (mayor grado de derivación 

porto-sistémica). Asimismo, no se puede descartar una mayor producción y 

absorción de la urea intestinal, en relación con el sobrecrecimiento bacteriano 

cecal evidenciado en el estudio 2. 

 

En este sentido y en relación al mecanismo fisiopatológico descrito 

anteriormente, los niveles plasmáticos de endotoxina que se observaron en los 

grupos con cirrosis y cirrosis con LTP y, muy especialmente en este último, 

fueron más altos. Ello indica una mayor producción de endotoxinas, 

probablemente debido al sobrecrecimiento bacteriano, a la mayor 

permeabilidad de la barrera mucosa y, consiguientemente, a una mayor 

absorción, junto con una menor capacidad de eliminación por insuficiencia 

hepática, así como por el paso de las endotoxinas directamente a la circulación 

sistémica (a través de colaterales portosistémicas). El grado de circulación 

colateral se determinó de manera indirecta valorando la relación existente entre 

el grado de circulación sistémica (flujo sanguíneo pulmonar) y portal (flujo 

sanguíneo hepático).  
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Hasta la fecha, la cuantificación del grado de derivación porto sistémica se 

había realizado mediante radioactividad. Esta técnica consiste en la inyección 

de microesferas de látex marcadas radiactivamente en la vena mesentérica 

superior. Posteriormente se extraen los pulmones e hígado y se mide la 

radioactividad de cada órgano249. Esta metodología, al usar productos 

radiactivos, requiere unas instalaciones preparadas y un personal entrenado, 

así como unos protocolos de seguridad muy estrictos. Un método novedoso 

para determinar el grado de circulación portosistémica es mediante 

microesferas fluorescentes y es el que se ha empleado en la presente Tesis. El 

método es similar al usado hasta la fecha con partículas radiactivas pero, en 

lugar de valorar los niveles de radioactividad en tejido pulmonar y hepático, se 

valora la cantidad de luz, por lo que no se requieren medidas de seguridad tan 

estrictas, y simplifica mucho la técnica.  

Como era de esperar, se observó un grado importante de derivación en el 

grupo de ratas con LTP, sólo muy discretamente superado por el grupo de 

ratas con cirrosis y LTP, porque probablemente la propia cirrosis es capaz de 

generar algunas colaterales antes de que se realizase la ligadura de la vena 

porta. A pesar de que en el grupo de cirrosis también se evidenció un cierto 

grado de circulación colateral, esta fue menor y mucho menos homogénea, 

cuando se valoró individualmente. Esta variabilidad en los resultados 

interindividuales en cada uno de los grupos puede ser debida por un lado, en el 

grupo de cirrosis, a la circulación colateral que se genera en respuesta a la 

hipertensión portal intrahepática, como sucede en los pacientes con cirrosis. 

Por otro lado, y respecto al grupo de LTP, esta variabilidad depende de como 

se formen las colaterales, es decir, la oclusión que se realiza es subaguda y 

puntual (en un único punto de la vena), por lo que las colaterales porto-portales 

pueden aparecer más fácilmente que si fuera una estenosis larga y es más fácil 

que se generen, no tan solo derivaciones porto-sistémicas, sino también 

derivaciones porto-portales. Otros grupos de trabajo que han utilizado como 

modelo de hipertensión portal extrahepática la ligadura parcial de la vena porta 

también han observado la existencia de variabilidad interindividual, 

independientemente del grado de estenosis realizado250. En los modelos que 

utilizan la anastomosis porto-cava término-lateral también se ha observado 
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variabilidad interindividual, aunque mucho menor; el grado de derivación es 

mucho más homogéneo y siempre superior al 95 %, pero hay que recordar que 

se han realizado sobre hígado sano251. La importancia de combinar los dos 

modelos se demuestra precisamente en el hecho de conseguir un mayor grado 

de derivación portosistémica, que sea más homogénea y sobre un hígado 

cirrótico. 

Para valorar la EH no se han utilizado métodos conductuales porqué los que 

podíamos utilizar se consideraron observador-dependiente y hubiera podido 

haber sesgos según el grupo de animales a valorar. Por ello, se han usado 

parámetros cuantificables, como los niveles de amonio plasmático y cerebral, la 

determinación de mioinositol y osmolitos cerebrales, el grado de edema 

cerebral y los cambios histopatológicos de las células astrocitarias. 

 

Los niveles de amonio plasmáticos pueden estar aumentados en los pacientes 

cirróticos debido a una serie de factores: a)  sobrecrecimiento bacteriano 

intestinal; b) alteraciones estructurales en la barrera endotelial del epitelio 

intestinal; c) deterioro del sistema inmune (local y sistémico); y d) malnutrición, 

lo que lleva a una mayor susceptibilidad a las infecciones bacterianas, como la 

PBE y la bacteriemia79, 252, que suelen estar causadas fundamentalmente por 

organismos de origen entérico224, 253 como consecuencia de la translocación 

bacteriana. 

 

En el estudio 1, los niveles de amoniemia basal fueron más altos en los grupos 

de animales con cirrosis (grupo de ratas con cirrosis y ratas con cirrosis y LTP). 

Sin embargo, el área bajo la curva de amonio tras la sobrecarga de glutamina 

fue significativamente más alta en el grupo de ratas con cirrosis y LTP (grupo 

D). Este parámetro es más preciso que una única determinación de amonio, ya 

que no tan solo valora el grado de absorción del amonio, sino también la 

capacidad de metabolización y excreción del mismo e, incluso, se podría llegar 

a correlacionar con los niveles de amonio cerebrales, que también estuvieron 

significativamente aumentados en el grupo de ratas con cirrosis y LTP respecto 

a los otros grupos. 
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Aunque, como se ha mencionado previamente, parece que no existe una 

buena correlación entre los niveles de amonio plasmático  y el grado de EH254, 

255, se piensa que existe una relación entre ellos255.  Por el contrario, ha 

quedado bien establecido que los niveles de glutamina en el líquido 

cefalorraquídeo (índice de exposición cerebral al amonio) guardan una buena 

relación con el grado de EH28. Por otra parte, se ha evidenciado en pacientes 

con cirrosis una buena correlación entre la EH y los niveles de mioinositol 

cerebral y otros osmolitos cerebrales, hecho que no se ha observado en 

pacientes con fallo hepático fulminante256. Además, la disminución de la 

concentración de osmolitos cerebrales es un mecanismo osmoregulador 

intracelular para evitar el edema cerebral256.  

 

Otro parámetro que valora la presencia de EH es el edema cerebral de bajo 

grado. Los valores de edema cerebral de bajo grado fueron significativamente 

superiores en el modelo propuesto (ratas con cirrosis y LTP) respecto a los dos 

otros grupos (cirrosis o LTP), lo que concuerda con la concentración de 

osmolitos cerebrales detectado entre dicho grupo y los controles, cambios que 

ya se evidenciaron en modelos de EH descritos anteriormente50,148,257,258. La 

mayor concentración de glutamina observado en el grupo ratas con cirrosis y 

LTP respecto a las ratas control es debido a un intento de un mecanismo 

compensador para evitar mayor formación de edema cerebral, circunstancia 

también descritos en otros modelos con EH258. 

 

Todos estos cambios metabólicos concuerdan con los cambios 

histopatológicos que se producen a nivel astrocitario que son conocidos como 

células tipo II de Alzheimer (núcleo edematoso, pálido, con cromatina periférica 

y nucleolo prominente). Dichas células las hemos encontrado en más de la 

mitad de las ratas del grupo D (grupo de ratas con cirrosis y LTP). 

 

En resumen, este modelo experimental de EH (cirrosis y LTP) es el más 

fisiopatológicamente parecido a lo que se observa habitualmente en los 

pacientes con una cirrosis avanzada y/o con abundante circulación colateral. 

Ante la falta de modelos de estas características pensamos que este, por los 
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resultados obtenidos, es un buen modelo. Como se ha evidenciado en los 

resultados, el modelo con ligadura total de la porta, sin lesión del parénquima 

hepático, y el modelo de cirrosis inducida por CCl4 no siempre producen 

suficiente hipertensión portal. La combinación de estos dos modelos reproduce 

los cambios fisiopatológicos observados en los pacientes con cirrosis. Además, 

este modelo cumple los criterios propuestos por Mullen y cols199. Estos criterios 

incluyen no solo la alteración de los parámetros de función hepática y 

metabólica, sino también cambios histológicos que evidencian una cirrosis.  

 

 

 

ESTUDIO 2 

 

Tras establecer que el modelo óptimo para estudiar la EH parece ser aquél que 

combina un modelo de hipertensión portal intrahepática (cirrosis) y 

extrahepática (ligadura de la vena porta), en la presente Tesis se ha llevado a 

cabo este segundo estudio para evaluar la posible eficacia de un tratamiento 

nuevo para la EH, IGF-1 frente a rifaximina, un tratamiento ya establecido en 

humanos, pero no evaluado en ratas cirróticas con ascitis. 

 

Como era de esperar, la mortalidad de las ratas incluidas en este estudio fue 

parecida a la observada en el estudio 1 hasta la obtención del modelo (cirrosis 

descompensada y LTP). Posteriormente, no existieron diferencias significativas 

en la mortalidad entre un grupo de tratamiento u otro, aunque fue menor 

respecto a las ratas cirróticas descompensadas que no habían recibido ningún 

tipo de tratamiento (grupo D). Esta discreta diferencia quizá pueda explicarse 

por el hecho de que ambos tratamientos, consiguieron mejorar,  en mayor o 

menor grado, las posibles complicaciones que conlleva la cirrosis evolucionada, 

como las infecciones218, 259, entre otras. 

 

Hemos confirmado la reproducibilidad del modelo propuesto en esta Tesis 

puesto que los resultados que objetivan la presencia de cirrosis (insuficiencia 

hepática, necroinflamación, hipertensión portal y nódulos de regeneración) así 
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como los que confirman la EH (niveles plasmáticos y cerebrales de amonio, 

edema de bajo grado y cambios histológicos astrocitarios) han sido similares en 

el grupo D del primer estudio y en el mismo grupo del segundo estudio (ratas 

con cirrosis y LTP). 

 

La elección de IGF-1 se basó en el intento de aportar una nueva terapia para el 

tratamiento de la EH, teniendo en cuenta que las concentraciones plasmáticas 

de este factor de crecimiento están disminuidas en caso de hepatopatía crónica 

avanzada por deficiente síntesis hepática260,261. Aunque no se han evidenciado 

niveles bajos de IGF-1 en la cirrosis compensada172 se ha objetivado que la 

administración exógena de bajas dosis de IGF-1 (2 µg/ 100 g/12 h) se 

acompaña de efectos beneficiosos169, 172, 262, 263.  

En estudios previos, a nivel experimental, se ha evidenciado que los efectos 

beneficiosos se producen tanto con tratamientos de 5 días como de 14 días de 

duración165,172, 264. Estos beneficios se han observado en el estado nutricional, 

la absorción de azúcares169, el hipogonadismo asociado a la cirrosis196 e, 

incluso, en la osteopenia178. Además, se ha evidenciado una mejoría de la 

función hepática y un efecto antioxidante en el hígado con estas mismas dosis 

de IGF-1 administradas durante 14 y 21 días262. En un estudio realizado en 

pacientes con cirrosis alcohólica, se evidenció que tras la administración de 

IGF-1 durante 4 meses, los niveles de albúmina plasmática mejoraron e incluso 

se detectó una tendencia a la mejoría del metabolismo energético265. 

En estudios realizados con dosis más altas de IGF-1 (6-8 µg/ 100 g/12 h) los 

efectos obtenidos, a pesar de ser beneficiosos para el tratamiento de la 

osteopenia en las mujeres postmenopáusicas, inducen la aparición de efectos 

secundarios266, principalmente hipotensión arterial y cefaleas. No obstante, 

estos efectos adversos disminuyen cuando las dosis empleadas son menores 

(3 µg/ 100 g/12 h) persistiendo los efectos de estimulación del recambio celular 

óseo266.  Además, hay que señalar que el uso de dosis elevadas de IGF-1 

puede comportar un riesgo de desarrollar un proceso oncogénico. Aunque los 

datos publicados al respecto no son definitivos, se ha evidenciado una 

correlación positiva entre los niveles de IGF-1 plasmáticos y el desarrollo de 
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algunos tipos de cáncer163. En este estudio de la presente Tesis, no se han 

evidenciado efectos secundarios (presencia de neoplasia) debido a que las 

dosis empleadas de IGF-1 para suplir el déficit de síntesis hepática fueron 

bajas.  

Ante las evidencias científicas de los posibles efectos beneficiosos del IGF-1 

tanto desde el punto de vista nutricional, como metabólico, anabólico, hormonal 

y antifibrogénico, pensamos que podría ser un buen tratamiento para la EH. La 

hipótesis postulada fue que al mejorar la función hepática, mejoraría la 

disfuncionalidad de la barrera intestinal (evitando así la translocación 

bacteriana) e, incluso, podría disminuir la permeabilidad de la barrera 

hematoencefálica evitando el paso de sustancias neurotóxicas como el amonio, 

los cambios histopatológicos de los astrocitos y los cambios funcionales, como 

la disminución del mioinositol y la alteración del resto de osmolitos cerebrales. 

La dosis escogida para la administración de IGF-1 fue baja (2 µg/100 g/12 h) 

porque, como ya se ha demostrado, se alcanzan niveles terapéuticos con 

apenas efectos secundarios. 

 

Para evaluar los efectos de IGF-1 en la EH se escogió como control la 

rifaximina. Ello fue debido, por una parte, porque es un tratamiento utilizado en 

la práctica clínica diaria para tratar esta patología267 y, por otra parte, no hay 

estudios que valoren la efectividad de la rifaximina en la EH experimental. El 

motivo por el que rifaximina es usada en la práctica clínica habitual para tratar 

la EH se debe a que los pacientes con cirrosis pueden presentar 

sobrecrecimiento bacteriano268, habiéndose demostrado a nivel experimental 

que esto facilita la translocación bacteriana238. Probablemente, al evitar el 

sobrecrecimiento bacteriano intestinal se produzca una menor cantidad de 

endotoxinas, así como de productos derivados del metabolismo bacteriano con 

actividad análoga al de las benzodiazepinas y urea que, al ser absorbidos, se 

transformen en amonio. 
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Los niveles de IGF-1 endógenos fueron significativamente menores en todos 

los animales cirróticos con LTP en comparación con las ratas de los grupos 

control como consecuencia de la insuficiencia hepática avanzada que 

presentaban estos animales. Aunque no se evidenciaron diferencias 

significativas entre los grupos cirróticos, se observaron niveles más bajos en el 

grupo de animales cirróticos con LTP tratados con IGF-1 probablemente debido 

a que la administración de IGF-1 humano inhibe la producción endógena del 

mismo. El hecho de que no se detectaran niveles de IGF-1 humano 

transcurrida una t1/2 probablemente se deba a que existe una mayor 

metabolización de lo que es habitual en este fármaco. Este incremento puede 

ser debido a la inducción enzimática producida por el fenobarbital que se 

administró a las ratas desde que se inició el tratamiento con CCl4 para 

desarrollar cirrosis. 

La administración de rifaximina e IGF-1 en los grupo de ratas controles no 

provocó ningún cambio en los parámetros de función y de necroinflamación 

hepática. Asimismo, no se evidenciaron efectos tóxicos sobre el organismo. En 

cuanto a los grupos de ratas con cirrosis y LTP (grupos D, E y F) se evidenció 

globalmente que el grupo tratado con rifaximina (grupo E) presentó una mejoría 

de la función hepática (niveles de transaminasas, bilirrubina, glucosa) respecto 

a los otros dos grupos con cirrosis (grupo D y F). Posiblemente esta mejoría 

esté en relación a una menor presencia de endotoxinas plasmáticas. 

 

De hecho, los niveles de endotoxemia fueron significativamente superiores en 

el grupo de ratas con cirrosis y LTP respecto a las ratas control y control 

tratadas con rifaximina (grupos B y C, respectivamente). Por el contrario, tanto 

las ratas cirróticas tratadas con rifaximina como las tratadas con IGF-1 (grupos 

E y F, respectivamente) mostraron unos niveles de endotoxina plasmática 

parecidos a las ratas control sanas (grupo A). Diversos estudios han 

demostrado que los lipopolisacáridos (endotoxinas), así como la presencia de 

ADN bacteriano269 son capaces de activar las células de Kupffer e inducir la 

producción de citoquinas proinflamatorias, profibróticas, prostaglandinas y 

radicales libres de oxígeno270. Estos productos son hepatotóxicos y, además, 

provocan la invasión del hígado por parte de neutrófilos citotóxicos. Toda esta 
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cascada de productos pro-inflamatorios genera mayor vasoconstricción 

sistémica, mayor vasodilatación esplácnica y, por tanto, mayor hipertensión 

portal conllevando menor flujo hepático con el consiguiente empeoramiento de 

la función hepática270.  

 

El hecho que los niveles de endotoxemia sean menores en los grupos de ratas 

con cirrosis y LTP con tratamiento se debe a los distintos mecanismos de 

acción de los distintos tratamientos. El tratamiento con rifaximina se acompañó 

de una disminución del sobrecrecimiento bacteriano intestinal, tal y como se 

evidencia en los cultivos realizados del contenido cecal, donde los recuentos de 

unidades formadoras de colonias se redujo prácticamente a la mitad respecto a 

las ratas control y respecto a los grupos de ratas con cirrosis y LTP con  

tratamiento con IFG-1 o sin tratamiento (grupos F y E, respectivamente) 

presentaron una reducción de casi cinco veces, es decir, se formaron sólo un 

20 % de unidades formadoras de colonias. 

 

Por el contrario, la reducción de los niveles plasmáticos de endotoxina en el 

grupo de ratas con cirrosis y LTP tratadas con IGF-1 no fue debido a una 

disminución del contenido bacteriano cecal, si no que probablemente sea por 

una mejoría de la permeabilidad intestinal, secundaria a la mejoría de las 

uniones intercelulares del intestino (tight-junctions). Esto dificultaría la 

translocación bacteriana165,  y reduciría la absorción de las endotoxinas194, 263. 

De hecho, casi la mitad de los animales de este grupo presentaron 

sobrecrecimiento bacteriano de forma similar al grupo de ratas con cirrosis y 

LTP (grupo D).  

 

Asimismo, la mayor concentración de amonio que se observó en los grupos de 

ratas con cirrosis y LTP y cirrosis y LTP tratadas con IGF-1 se puede explicar 

no tan sólo por el sobrecrecimiento bacteriano, si no también por su menor 

capacidad de eliminación, tal y como se demuestra en el área bajo la curva 

obtenida tras la sobrecarga de amonio. En cambio, en el grupo de ratas con 

cirrosis y LTP que recibió tratamiento con rifaximina, hubo una menor 

producción de amonio como consecuencia de una menor concentración de 

bacterias, tal y como se ha mencionado anteriormente, y también por la 
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selección, debido al tratamiento antibiótico, de las bacterias intestinales que 

son menos productoras de amonio. Por tanto, se produce una menor absorción 

de esta sustancia, lo que comporta una menor metabolización.  

 

A pesar que los niveles de amonio plasmático fueron más altos en el grupo de 

ratas con cirrosis y LTP tratadas con IGF-1 (grupo F), no se observaron niveles 

de amonio cerebral tan elevados como en los animales con cirrosis y LTP 

(grupo D). De hecho los valores no fueron significativamente distintos de los 

observados en los grupos de ratas control (A, B, C). Esto probablemente sea  

debido a una menor permeabilidad de la barrera hematoencefálica que impide 

el paso de sustancias neurotóxicas como el amonio. Respecto al grupo de 

ratas con cirrosis y LTP tratadas con rifaximina (grupo E) que presentó valores 

similares al grupo F, es poco probable que sea debido a una mejoría de la 

permeabilidad de la barrera hematoencefálica, aunque no se puede descartar 

que una menor activación de la cascada de citoquinas proinflamatorias facilite 

la correcta funcionalidad de la misma68. Por otro lado, hay que tener en cuenta 

que en este grupo la concentración de amonio plasmático fue menor que en el 

resto de grupos de ratas con cirrosis y LTP (grupo D y F), como ya hemos 

mencionado. 

 

Los cambios histopatológicos observados en las muestras cerebrales de los 

grupos de ratas con cirrosis y LTP fueron muy parecidos entre sí. El hecho de 

no evidenciar diferencias importantes entre grupos sugiere que los tratamientos 

aplicados mejoran, al menos parcialmente, la función cerebral pero no 

consiguen una mejoría histológica. No puede descartarse, sin embargo, que la 

duración del tratamiento sea insuficiente para poder observar cambios 

histológicos.  

  

Todos los animales a los que se les trató con CCl4 independientemente del 

grupo de tratamiento (grupos D, E y F) presentaron criterios de cirrosis (F4) en 

la histología hepática. Respecto a los animales controles (grupos A, B y C) 

todas las muestras hepáticas presentaban un hígado de aspecto normal (F0 de 

la clasificación de Scheuer). En cuanto al grupo de cirrosis con LTP tratado con 

rifaximina (grupo E), en el que se evidenció mejoría de los parámetros de 
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función hepática no se tradujo en una mejoría de la histología hepática. No se 

evidenció mejoría del grado de fibrosis en el grupo tratado con IGF-1 a pesar 

que están bien establecidos los efectos antifibrogénicos del IGF-1 tanto a nivel 

experimental como en humanos163, 262 así como algunas de las complicaciones 

extrahepáticas secundarias a la cirrosis163,193,271. Esta ausencia de mejoría 

histológica, en nuestro estudio, quizás se pueda atribuir a que las dosis 

administradas de IGF-1 fueron bajas. 

 

A pesar de que las concentraciones plasmáticas alcanzadas de IGF-1 humano 

probablemente fueran bajas, dado que no se detectaron transcurrida una t1/2, 

se han observado algunos efectos terapéuticos atribuibles a este tratamiento, 

como, por ejemplo, la menor concentración de endotoxinas plasmáticas a pesar 

del sobrecrecimiento bacteriano. También pudo producirse una menor 

permeabilidad de la barrera hematoencefálica, lo que disminuiría el paso de las 

sustancias neurotóxicas a través de la misma. Por este motivo probablemente 

los niveles de amonio y agua cerebral fueron menores en este grupo de 

animales.  

 

Posiblemente una de las causas de este resultado estribe en que la dosis de 

IGF-1 haya resultado subterapéutica debido probablemente a la inducción 

enzimática por fenobarbital. Esto nos lleva a pensar que probablemente se 

tendría que aumentar la frecuencia de administración más que aumentar la 

dosis en cada administración para conseguir niveles terapéuticos más estables 

(evitando así picos plasmáticos) o, incluso, tratamiento en perfusión continua. 

Otro factor a tener en cuenta es la duración del tratamiento y que 14 días de 

tratamiento no fueran suficientes para evidenciar cambios histológicos en 

animales con una cirrosis tan evolucionada. Por tanto, no hemos podido 

demostrar que se obtengan mejores resultados en el tratamiento de la EH con 

IGF-1 en comparación con el tratamiento con rifaximina.  

 

En cambio, hemos confirmado que rifaximina es un buen tratamiento de la EH 

ya que ha mejorado no sólo diversos parámetros bioquímicos como la función 

hepática, o de necroinflamación sino que también disminuye el riesgo de 

desarrollar EH por el riesgo de infecciones (menores niveles de endotoxina y 
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probablemente de translocación bacteriana) y principalmente por sobrecarga 

de amonio. Esto confirma que el amonio juega un papel muy importante en la 

EH, pero no descarta que otras sustancias que se absorben al mismo tiempo 

también puedan ser importantes.  

 

Finalmente, tras realizar este trabajo podemos afirmar que la rifaximina es un 

buen tratamiento para la EH experimental aunque, sería aconsejable realizar 

estudios a largo plazo en pacientes con cirrosis y EH para evaluar su 

efectividad y seguridad. Respecto al tratamiento con IGF-1 parece que no es 

un tratamiento efectivo para la EH, al menos a las dosis empleadas. Se habría 

de valorar, quizás, la posibilidad de realizar un tratamiento con IGF-1 en 

perfusión continua y/o una mayor duración del mismo.  
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De los resultados obtenidos en los estudios experimentales recogidos en esta 

Tesis Doctoral, se pueden deducir las siguientes conclusiones: 

 

Estudio 1 

 

• El modelo experimental con ratas con cirrosis descompensada por CCl4  y 

ligadura total de la vena porta es un buen modelo para estudiar la 

encefalopatía hepática. 

 

• El uso de microesferas fluorescentes permite valorar el grado de derivación 

porto-sistémica y evita el uso de métodos radiactivos. 

 

• El estudio de la encefalopatía hepática se ha realizado mediante 

parámetros objetivos como: concentración de osmolitos cerebrales, niveles 

de amonio plasmático y cerebral tras sobrecarga oral de glutamina y 

cambios histopatológicos astrocitarios. Los resultados obtenidos cumplen 

los criterios (analíticos e histológicos) diagnósticos de  encefalopatía 

hepática. 

 

• Se ha evidenciado una relación entre el grado de cirrosis, la derivación 

portosistémica y el nivel de amoniemia 

 

• Este modelo permitirá la búsqueda de nuevas dianas en la encefalopatía 

hepática y el desarrollo de diferentes opciones de tratamiento. 
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Estudio 2 

 

• Se confirman los hallazgos obtenidos en el estudio 1, por lo que, se 

demuestra que es un modelo reproducible pues cumple los criterios de 

Mullen. 

 

• La administración de dosis bajas de IGF-1 no es una buena opción para el 

tratamiento de la EH, pues aunque mejora los parámetros analíticos e 

histológicos respecto al grupo de ratas cirróticas sin tratamiento, no es 

capaz de revertir las manifestaciones características de la encefalopatía 

hepática, por lo que no es superior a la rifaximina. 

 

• La rifaximina es un buen tratamiento para la encefalopatía hepática 

experimental.  
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