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Resumen

Introduccion. La enteropatia hipertensiva portal
tendria naturaleza inflamatoria y cursaria con remo-
delacion intestinal. Para demostrar esta hipétesis se
realizé este trabajo.

Material y método. Ratas macho Wistar con hiper-
tension portal (HTP) por ligadura parcial de la vena
porta, se han dividido en 4 grupos: grupo I (control; n
= 9) y grupo Il (HTP; n = 8), a los 3 meses de evolu-
cion; grupo lll (control, n = 8) y grupo IV (HTP; n = 10)
de 1 afo de evoluciéon. Se ha estudiado la densidad
de células caliciformes duodenales y la concentra-
cion ileal de factor de necrosis tumoral (TNF) o, inter-
leucina (IL)-1p e IL-10 por una técnica de ELISA.

Resultados. A los 3 meses de evolucion, en las ra-
tas con HTP aumentaron el nimero de células calici-
formes (103,63 + 14,37 frente a 99,42 + 9,19/1.000
um?) y la concentracion ileal de TNFo (0,20 = 0,09
frente a 0,08 + 0,02 pmol/mg proteina) (p < 0,05) e IL-
1B (0,40 + 0,21 frente a 0,19 = 0,09 pmol/mg proteina)
y disminuy6 (p < 0,05) la IL-10 (0,06 + 0,02 frente a
0,12 = 0,03 pmol/mg proteina). En las ratas con HTP
al afo de evolucién se observa una hiperplasia de cé-
lulas caliciformes en el intestino delgado (172,79 =
40,46 frente a 121,76 + 20,74/1.000 um?) (p < 0,01), que
se asocia con un aumento (p < 0,05) de las concen-
traciones ileales de TNFo (0,37 + 0,18 frente a 0,17 =
0,08 pmol/mg proteina), IL-13 (0,28 + 0,14 frente a
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0,205 = 0,05 pmol/mg proteina) e IL-10 (0,25 + 0,14
frente a 0,20 = 0,11 pmol/mg proteina).

Conclusiones. El incremento de TNFo e IL-1B y la
disminucion de IL-10 en el intestino delgado de ratas
con hipertension portal prehepatica crénica son indi-
cativos de un proceso inflamatorio asociado a la hi-
perplasia de células caliciformes que seria la causa
de la remodelacién epitelial intestinal que ocurre a
largo plazo en este modelo experimental.

Palabras clave: Hipertension portal. Remodelacion es-
pldcnica. Citocinas. Rata. Células caliciformes.

CHRONIC INFLAMMATORY PORTAL HYPERTENSIVE
ENTEROPATHY IN THE RAT

Introduction. Experimental portal hypertensive en-
teropathy could have an inflammatory etiopathogene-
sis and, if so, it would produce intestinal remodeling.
The aim of this study was to test this hypothesis.

Material and method. Male Wistar rats with portal
hypertension (PHT) produced by partial portal vein li-
gation were divided into four groups: group | (con-
trol; n = 9), group Il (PHT; n = 8) at 3 months after sur-
gery, group lll (control; n = 8), and group IV (PHT; n =
10) at 1 year after surgery. The density of duodenal
goblet cells and ileal levels of tumor necrosis factor
(TNF)a, interleukin (IL)-1B, and IL-10 were studied
using an ELISA method.

Results. At 3 months after surgery, rats with PHT
showed an increase in the number of goblet cells in
the small bowel (103.63 + 14.37 vs 99.42 + 19.19/1,000
um?). This change was associated with an increase (p
< 0.05) in ileal levels of TNFa (0.20 = 0.09 vs 0.08 *
0.02 pmol/mg protein), and IL-1p (0.40 = 0.21 vs 0.19 =
0.09 pmol/mg protein), as well as with a decrease (p <
0.05) in ileal IL-10 levels (0.06 = 0.02 vs 0.12 = 0.03
pmol/mg protein). At 1 year after surgery, rats with
PHT showed hyperplasia of goblet cells in the small
bowel (172.79 + 40.46 vs 121.76 + 20.74 /1,000 pm?) (p
< 0.01), associated with an increase in ileal levels of
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TNFo (0.37 £ 0.18 vs 0.17 + 0.08 pmol/mg protein) (p <
0.05), IL-1B (0.28 + 0.14 vs 0.205 + 0.05 pmol/mg pro-
tein), and IL-10 (0.25 + 0.14 vs 0.20 = 0.11 pmol/mg
protein).

Conclusions. The increase in TNFo and IL-1f levels
and the decrease in IL-10 level in the small bowel in
rats with chronic prehepatic PHT suggest the existen-
ce of an inflammatory process related to goblet cell
hyperplasia. This inflammation could be responsible
for the intestinal epithelial remodeling that occurs in
the long term in this experimental model.

Key words: Portal hypertension. Splanchnic remodeling.
Cytokines. Rat. Goblet cells.

Introduccion

Las alteraciones intestinales que se producen en la hi-
pertension portal son principalmente vasculares, con au-
mento del nimero y el tamafo de los vasos mucosos y
submucosos, y por esta razon se ha propuesto la deno-
minacién de “vasculopatia intestinal hipertensiva portal™.
Sin embargo, también se ha descrito la asociacion de in-
flamacion inespecifica con estas alteraciones vascula-
res®4. Asi, el intestino presenta un infiltrado inflamatorio
cronico constituido por células mononucleares y se aso-
cia con atrofia de las vellosidades, edema de la lamina
propia, proliferacion muscular y engrosamiento de la
muscularis mucosa®“,

En ratas con hipertension portal prehepatica, la vascu-
lopatia intestinal se asocia con incremento de la infiltra-
cion de la mucosa y submucosa por células cebadas®®.
Por esta razon, se ha propuesto que la enteropatia hiper-
tensiva portal experimental podria tener naturaleza infla-
matoria mediada por las células cebadas, cuyos media-
dores estarian implicados en su fisiopatologia®”. En este
supuesto, las alteraciones estructurales que se producen
a largo plazo en esta enteropatia se corresponderian con
un proceso de remodelacion de caracteristicas similares
al que se describe en otros procesos inflamatorios créni-
cos®.

Para demostrar la existencia de alteraciones estructura-
les intestinales, asi como su relacién con mediadores de
la inflamacidn, en la enteropatia hipertensiva portal croni-
ca, se determinaron la densidad de células caliciformes y
las concentraciones de factor de necrosis tumoral (TNF)
o, interleucina (IL)-1B e IL-10 en el intestino delgado de
ratas con triple ligadura parcial de la vena porta (TLPP) a
los 3 meses y 1 afo de evolucién postoperatoria.

Material y método

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar procedentes del Anima-
lario de la Facultad de Medicina de la Universidad Complutense de Ma-
drid con pesos corporales que oscilaron entre 250 y 300 g.

El procedimiento experimental empleado en este estudio se efectu6
segun los principios para el cuidado y la utilizacién de los animales de
experimentacion, publicados en Espafa en el RD 1202/2005.

Para su estudio, los animales fueron divididos en 4 grupos: 2 grupos
control de 3 meses (n =9) y 1 afio (n = 8) de evolucién (grupos | y Il
respectivamente), y 2 grupos con hipertension portal (HTP) prehepatica

por TLPP de 3 meses (n = 8) y 1 afio (n = 10) de evolucion (grupos Il y
1V, respectivamente).

Todos los animales fueron sacrificados por sobredosis de tiopental
sddico una vez concluido el tiempo de evolucién previsto para cada gru-
po.

Técnica quirdrgica de hipertension portal

Se anestesi6 a las ratas con ketamina (80 mg/kg) y xilacina (12
mg/kg) por via intramuscular. Se realizé una laparotomia media, despla-
zando las asas intestinales y el estdmago a la izquierda del animal, y
los I6bulos hepaticos medio y lateral izquierdo en sentido craneal me-
diante una torunda de algodén subdiafragmatica. A continuacion, se di-
secd el tramo de vena porta comprendido entre el drenaje de la vena
gastroduodenal y el hilio hepatico. Para realizar la TLPP se fijaron 3 Ii-
gaduras de seda 4/0 a una guia Silastic con 3 muescas, cuya finalidad
es mantenerlas equidistantes. Las estenosis fueron calibradas por liga-
dura simultanea alrededor de la vena porta y de un catéter 20 G, que
posteriormente se retird con el fin de permitir la reexpansion parcial de
la vena porta hasta ese calibre conocido (20 G; 1,2 mm de diametro ex-
terno). La laparotomia se cerrd en dos planos con catgut y seda 2/0°.

Estudio histoldgico intestinal

En todos los animales se resecé la segunda porcion del duodeno,
proximalmente al drenaje del colédoco. El duodeno fue perfundido intra-
luminalmente con suero salino. Posteriormente, las muestras fueron fi-
jadas con formol al 10%, deshidratadas e incluidas en parafina. Seccio-
nes de 5 um perpendiculares a la luz intestinal fueron tefidas con
hematoxilina-eosina, visualizadas con un microscopio digital (Leica DM
5000B) y las imagenes obtenidas fueron valoradas con un sistema de
andlisis de imagen (Qwin, Leica Microsystems). En todas las muestras
se cuantificd el nimero de células caliciformes en un area de, al me-
nos, 150.000 um?, y el resultado se expres6 como numero de células
caliciformes/1.000 um? de epitelio glandular.

Preparacion de homogeneizados intestinales

Las muestras de ileon se congelaron inmediatamente tras su extrac-
cion y se introdujeron en tubos de polipropileno (Falcon; Becton Dickin-
son, Lincoln Park, Estados Unidos) que contenian tampén de lisis a
4 °C (10 ml de tampdn/g de tejido). El tampdn de lisis contiene fenilme-
tilsulfonil fluor (PMSF; Sigma Chemical Company), pepstatina A 1 pug/ml
(Sigma Chemical Company), aprotinina (Sigma Chemical Company),
antipaina (Sigma Chemical Company) y leucopeptina en tampén fosfato
apH 7,2 con el 0,05% de azida sédica. Las muestras se homogeneiza-
ron 3 veces durante 30 s con un homogeneizador eléctrico (Polytron;
Brinkmann Instruments, Westminster, Estados Unidos) a maxima velo-
cidad, y se midi6 el volumen final de homogeneizado con una pipeta
graduada. A continuacién, se centrifugaron a 3.000 g, y se congeld el
sobrenadante a —80 °C para permitir la formacion de agregados macro-
moleculares.

Citocinas intestinales

Se midid las concentraciones de TNFa, IL-1B e IL-10 en ileon median-
te una técnica de ELISA utilizando kits comerciales especificos para rata
(BioNOVA Cientifica Ltd., Madrid, Espafa). La concentracién minima de-
tectable de TNFo: es de 0,5 pg/ml. El rango de variacion intraensayo osci-
la entre el 3,1% (minimo de la curva estandar) y el 4,2% (maximo), con
una variabilidad entre ensayos del 5,2 al 5,6%. La concentracién minima
detectable de IL-1B es de 1,5 pg/ml. El rango de variacion intraensayo os-
cila entre el 3,5% (minimo de la curva estandar) y el 4,3% (maximo), con
una variabilidad entre ensayos del 6,1 al 7,4%. La concentracién minima
detectable de IL-10 es de 2,5 pg/ml. El rango de variacion intraensayo os-
cila entre el 4,2% (minimo de la curva estandar) y el 7,5% (maximo), con
una variabilidad entre ensayos del 5,8 al 9,3%.
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