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Resumen

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

Material y método. Ratas macho Wistar con hiper-
tensién portal (HTP) por ligadura parcial de la vena
porta, se han dividido en 4 grupos: grupo | (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 evolucién. 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 evolucidn, en las ra-
tas con HTP aumentaron el niimero 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-
13 (0,40 £ 0,21 frente a 0,19 + 0,09 pmol/mg proteina)
y disminuyé (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 evolucidén 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-18 y la
disminucion de IL-10 en el intestino delgado de ratas
con hipertension portal prehepatica cronica son indi-
cativos de un proceso inflamatorio asociado a la hi-
perplasia de células caliciformes que seria la causa
de la remodelacion epitelial intestinal que ocurre a
largo plazo en este modelo experimental.

Palabras clave: Hipertension portal. Remodelacion es-
placnica. 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)o,, 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 um?) (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-1P (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 TNFa 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-
pertensién portal son principalmente vasculares, con au-
mento del numero y el tamafio de los vasos mucosos y
submucosos, y por esta razén se ha propuesto la deno-
minacion 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
crénico 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 relaciéon 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)-1p e IL-10 en el intestino delgado de
ratas con triple ligadura parcial de la vena porta (TLPP) a
los 3 meses y 1 afio de evolucion 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 efectué
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 evolucidn (grupos Il y
IV, 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 estémago 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 li-
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 didametro 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 porcién 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 tefiidas 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 cuantificé el ndmero de células caliciformes en un éarea de, al me-
nos, 150.000 um?, y el resultado se expresé como nimero 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 tampdn de lisis a
4 °C (10 ml de tampon/g de tejido). EI tampdn de lisis contiene fenilme-
tilsulfonil flior (PMSF; Sigma Chemical Company), pepstatina A 1 pg/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 méaxima velo-
cidad, y se midié 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 midi6 las concentraciones de TNFa, IL-1p 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-1 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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Fig. 1. Ndmero de células caliciformes/1.000 um? de epitelio glan-
dular en el duodeno de los animales de los grupos | (control) y Il
(hipertension portal; HTP) a los 3 meses de evolucion, y en los
grupos il (control) y IV (HTP) al afio de evolucion.

ap < 0,01, diferencia estadisticamente significativa respecto de su
grupo control.

p < 0,001: diferencia estadisticamente significativa respecto del
grupo 1.

Analisis estadistico

Los resultados se expresan como la media + desviacién estandar
(DE). El andlisis de la varianza (ANOVA) y el test de Duncan para con-
trastes a posteriori fueron utilizados para comparar las variables entre
los diferentes grupos. Los resultados se consideran estadisticamente
significativos si p < 0,05.

Resultados
Células caliciformes intestinales

Hay un aumento progresivo del nimero de células cali-
ciformes duodenales en las ratas con HTP (grupos Il y
IV) respecto de sus controles (grupos Iy Ill, respectiva-
mente), tanto a los 3 meses (103,63 + 14,37 frente a
99,42 + 19,19 células caliciformes/1.000 um?) como al
ano (172,79 + 40,46 frente a 121,76 + 20,74 células cali-
ciformes/1.000 um?) de evolucion, si bien esta diferencia
solo es estadisticamente significativa al afio de evolucion
(p < 0,01) (fig. 1).

Citocinas intestinales

En los animales con HTP por TLPP (grupos Il 'y V), se
observa un aumento (p < 0,05) de las concentraciones
ileales de TNFa respecto de los animales control (grupos
I'y Ill), tanto a los 3 meses (0,20 + 0,09 frente a 0,08 +
0,02 pmol/mg proteina) (p < 0,05) como al afo (0,37 =
0,18 frente a 0,17 + 0,08 pmol/mg proteina) (p < 0,05) de
evolucion (fig. 2).

Se comprueba que también hay un aumento de la con-
centracion ileal de IL-1B en ratas con HTP, tanto a los 3
meses (grupo 1l) (0,40 = 0,21 frente a 0,19 = 0,09
pmol/mg proteina) como al afo (grupo IV) (0,28 + 0,14
frente a 0,205 + 0,05 pmol/mg proteina) de evolucion, con
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Fig. 2. Concentracion ileal de TNFe, IL-18 e IL-10 en ratas control
y con hipertension portal (HTP) a los 3 meses (grupos | y I, res-
pectivamente) y al afio de evolucion postoperatoria (grupos Il 'y
1V, respectivamente).

°p < 0,05; diferencia estadisticamente significativa respecto de su
grupo control.

p < 0,01, diferencia estadisticamente significativa respecto del
grupo ll.

respecto a sus grupos control (grupos | y lll, respectiva-
mente).

Asimismo, se ha podido comprobar una disminucion (p
< 0,05) de la concentracién ileal de IL-10 en ratas con
HTP a los 3 meses de evolucidn (grupo Il) con respecto a
su grupo control (grupo 1) (0,06 + 0,02 frente a 0,12 +
0,03 pmol/mg proteina), mientras que en los animales
con HTP, al afio de evolucién (grupo V), aumenta (0,25 +
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Fig. 3. Microfotografia de una seccién duodenal en la rata (hema-
toxilina-eosina, x20). A. Control a los 3 meses de evolucion (grupo
1). B. Hipertensidn portal a los 3 meses de evolucion (grupo Ii). C.
Control al afio de evolucion (grupo Ill). D. Hipertension portal al
afio de evolucion (grupo V).

Se observa un aumento de la infiltracion de la mucosa por células
caliciformes en los animales con hipertension portal (B y D) res-
pecto de las ratas control (A y C, respectivamente), especialmen-
te al afio de evolucion (D).

0,14 frente a 0,20 + 0,11 pmol/mg proteina) respecto de
su control (grupo 1) (fig. 2).

La diferencia entre las concentraciones ileales de IL-10
que se aprecia en los animales con HTP a los 12 meses
(grupo 1V) y a los 3 meses de evolucion (grupo Il) (0,25 +
0,14 frente a 0,06 + 0,02 pmol/mg proteina) es estadisti-
camente significativa (p < 0,01).

Discusion

La hiperplasia intestinal de células caliciformes (fig. 3)
asociada al incremento de las concentraciones de TNFa
e IL-1B en ratas con HTP prehepética crénica indica un
proceso inflamatorio crénico que induciria la remodela-
cion epitelial del intestino delgado.

La naturaleza inflamatoria de la enteropatia hipertensi-
va portal experimental se ha propuesto por el hallazgo de
hiperplasia de células cebadas en el intestino delgado y
ganglios linfaticos mesentéricos de ratas con HTP%%. Las
células cebadas tienen la capacidad de almacenar TNFo
y, por lo tanto, esta citocina puede ser liberada esponta-
neamente tras su activacion'. En particular, la trasloca-

cion bacteriana intestinal podria ser el estimulo apropia-
do para causar la liberacién de mediadores proinflamato-
rios por las células cebadas de la mucosa y submucosa
intestinal, asi como de los ganglios linfaticos mesentéri-
cos en las ratas con hipertension portal prehepatica, tan-
to a corto' como a largo plazo™.

El incremento intestinal de TNFo en ratas con HTP
también causaria incremento de la sintesis de éxido nitri-
co (NO) y prostaciclina; estos mediadores proinflamato-
rios parcialmente son la causa de la vasodilatacion me-
sentérica y, por lo tanto, del sindrome de circulacion
hiperdinamica que caracteriza la evolucién de este mode-
lo experimental’®'%. Asi, la inhibicién de la sintesis de
TNFo por talidomida o anticuerpo policlonal anti-TNFo.
reduce la sintesis de NO y bloquea el desarrollo de la cir-
culacién hiperdinamica''®. La respuesta bioldgica de
TNFo, a su vez, se amplifica por la liberacién secundaria
de otras citocinas proinflamatorias como IL-1f3, asi como
por NO'6.17,

El incremento de la produccion intestinal de TNFo. en
ratas con HTP de 3 meses de evolucién se asocia'? con
el incremento portal de las concentraciones de NO y CO.
En particular, la actividad de la sintasa inducible de NO
(INOs) puede ser aumentada por lipopolisacarido y citoci-
nas proinflamatorias'®, factores que, a su vez, estarian
aumentados en este modelo experimental de hiperten-
sién portal'®21,

Otros mediadores inflamatorios producidos por las cé-
lulas cebadas, como histamina y oxidantes, también po-
drian colaborar en la instauracién de la traslocacién bac-
teriana intestinal, ya que aumentan la permeabilidad
epitelial?>?®, Aunque el mecanismo de la traslocacion
bacteriana en la hipertension prehepatica cronica se des-
conoce, se ha propuesto que la hipoxemia crénica de la
mucosa intestinal secundaria a la congestion vascular
seria un importante factor etioldgico, ya que produciria le-
sién por estrés oxidativo de los enterocitos®?. Avala esta
hipétesis el efecto beneficioso que se obtiene con los tra-
tamientos con alopurinol o vitaminas E y C, conocidos
antioxidantes, en la hipertension portal crénica. Estos an-
tioxidantes atenuan la incidencia de traslocacion bacte-
riana, aunque haya sobrecrecimiento bacteriano intesti-
na|24-26.

El incremento de las células caliciformes en la mucosa
intestinal de las ratas con hipertensién portal crénica es
una alteracion estructural significativa. Se considera que
la hiperplasia de células caliciformes con hipersecrecion
de moco es una alteracion propia de la remodelacion epi-
telial del tracto respiratorio en procesos inflamatorios cré-
nicos, como son el asma y la enfermedad pulmonar obs-
tructiva crénica®?’28, Este mismo sentido se podria
atribuir a la hiperplasia de células caliciformes en la hi-
pertensién portal prehepatica experimental crénica®. En
este supuesto, la respuesta hiperplasica de las células
caliciformes, en tanto que signo de remodelacion epitelial
intestinal, podria estar mediada por el estimulo luminal
que supone la alteracién de la flora intestinal, asi como
por mediadores inflamatorios endégenos®.

Se cree que en el intestino sano hay un delicado equili-
brio para regular los estimulos proinflamatorios y antiin-
flamatorios de manera que se produzca la inflamacion
justa y necesaria para controlar una potencial agresion

Cir Esp. 2006;80(3):162-7 165
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microbiana sin causar lesién de la barrera epitelial®'. En-
tre los mecanismos que posee el intestino para efectuar
eficazmente este control destaca la producciéon de una
capa adherente de moco que ejerce funciones citoprotec-
toras, ya que contiene factores (trefoil factor family; TFF)
que modulan la inflamacién producida por el TNFao por-
que antagonizan sus efectos®-%. En este sentido, la hi-
perplasia de células caliciformes y la consiguiente hiper-
secrecion de moco tendria un cardcter defensivo del
epitelio y modulador de la inflamacién intestinal en las ra-
tas con HTP.

En la hipertension portal prehepatica experimental, la
hiperplasia de células caliciformes en el intestino delgado
también reflejaria una alteracion de la proliferacion y la
diferenciacion en el eje cripta/vellosidad®. En particular,
se ha descrito que la inhibicidn de la via Notch con inhibi-
dores gammasecretasa potenciarian la expresion del epi-
telio secretor, e incluso inducirian la diferenciacion de cé-
lulas caliciformes en adenomas®.

Se considera que la inflamacién mucosa intestinal pue-
de ser mediada por 2 vias, bien por una respuesta excesi-
va celular TH,, con aumento de la secrecion de IL-12, in-
terferdn (IFN) vy TNFa, o bien por la excesiva respuesta
celular TH,, que se asociaria con aumento de la secrecion
de IL-4, IL-5 e IL-13%. En un modelo experimental de ci-
rrosis se ha demostrado que se produce una polarizacién
inflamatoria de tipo TH,, estableciéndose una cascada in-
flamatoria que se iniciaria con la hiperproduccién de IL-12
e IL-18 por monocitos, que a su vez activarian la hiperpro-
duccion por células T de IFNy. Por ultimo, IFNy estimularia
la sintesis y la liberacién de TNFo por monocitos®.

Sin embargo, en el modelo experimental de HTP prehe-
patica por TLPP las alteraciones histoldgicas®”?® y bioqui-
micas”'""?> que se producen indican el predominio de una
respuesta inflamatoria intestinal de tipo TH,, quiza mediada
por células cebadas. En este caso, entre las consecuen-
cias a largo plazo de la respuesta inflamatoria destacaria la
remodelacion esplacnica®, tanto epitelial, con hiperplasia
de células caliciformes (figs. 1 y 3), como vascular, con
exacerbada angiogénesis, que seria la causa tanto de la
vasculopatia intestinal hipertensiva portal® como del desa-
rrollo de circulacién colateral portosistémica®.
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