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Resumen La hipertension portal prehepatica experimental produce alteraciones morfolégicas en la barrera
hematoencefalica (BHE), astrogliosis y angiogénesis en areas CA4 y CA1 del hipocampo. El objetivo
fue estudiar los posibles cambios funcionales de la BHE en ratas HP. Métodos: Se usaron ratas Wistar Kyoto macho
de 240g las que se dividieron en: Gl (n=8) hipertensas portales por estrechez reglada de la vena porta; Gll (n=6)
con operacién simulada (sham). Se determinaron la integridad funcional de la BHE por Trypan Blue (TB, Reynolds),
concentracion proteica (CP) en liquido cefaloraquideo (LCR, Bradford), actividad eléctrica cortical (EEG), conteni-
do de agua en cerebro (gravidimetria) y test conductuales: Animex, rigthing reflex, dolor y Rotarod. El TB fue posi-
tivo en areas perivasculares e hipocampo solo en el Gl; la CP en LCR (ug/ml) fue (X*ESM); GI: 40.6+6.8 y GlI:
16.5+4.2 (p<0.005) y en plasma (mg/ml): Gl: 108.8+7.6 y GlI: 87.4+2 (NS). El EEG se mostr6 alterado con
predominancia de onda delta para Gl: 0.551+0.033 y GlI: 0.342+0.031 (p<0.008), el porcentaje de agua por g/tejido
cerebral fue GI: 79.21+0.2, GllI: 78.95+0.18 (NS). Estos resultados demuestran la existencia de cambios funciona-
les en la BHE con una presentacién subclinica de encefalopatia hepatica en ratas con HP.

Palabras clave: barrera hemato-encefélica, hipertension portal, encefalopatia hepatica subclinica

Abstract Prehepatic Portal Hypertension Produces Functional Alterations in Rat Central Nervous System.
Prehepatic Portal Hypertension (PH) leads to morphologic changes in the rat Central Nervous System,
including alterations of the blood brain barrier (BBB), and astrogliosis and angiogenesis in CA1 and CA4 hippocampal
fields. The present study investigates functional changes in portal hipertensive rats. Wistar Kyoto rats were used
(240g/bw) and allotted in two groups: Gl (n=8) portal hypertensive rats obtained through a regulated stenosis of the
portal vein (Groszmann), and Gll (n=6), sham-operated rats. We have analyzed: BBB integrity with the Trypan Blue
diffusion method (TB, Reynolds), protein concentration (PC) in Cerebrospinal Fluid (CSF) and plasma (Bradford
method), electroencephalographic activity (EEG), cerebral edema expressed as brain water content (gravidimetric
test), and behavior: Animex, righthing reflex, pain reflex and Rotarod. TB was positive in Gl in peripheral vascular
areas in hippocampus, PC in CSF (ug/ml)(X+SED) was Gl: 40.6£6.8 and Gll: 16.5+4.2 (p<0.005), and the plasma
levels were (mg/ml): Gl: 108.8+7.6 and GllI: 87.4+2 (NS). The EEG showed a higher power of the delta band in
hypertensive rats (Gl: 0.551+0.033 and GlI: 0.342+0.031, p<0.008), but water content was not different between Gl
and Gll (water%/per/g/tissue) (Gl: 79.21+0.2, Gll: 78.95+0.18). These results, showing functional changes in the
BBB and brain activity without behavioral alterations, suggest the development of a subclinic form of hepatic
encephalopaty in our model of PH rats.
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La hipertensién portal (HP) es una de las complica-
ciones mas frecuentes de la cirrosis hepéatica humana,
reproducible en modelos experimentales?. La HP produ-
ce alteraciones hemodinamicas tanto en la circulacion
esplacnica como sistémica. En los Ultimos afios hemos
demostrado la existencia de alteraciones en el Sistema
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Nervioso Central producidas por la HP prehepética en
ratas, de ellas, las mas relevantes comprenden el au-
mento de la liberacion y disminucién de la recaptacion
de noradrenalina (NE)? 2 en nucleos grises; cambios en
la actividad de la tirosina hidroxilasa, y modificaciones
morfolégicas de la barrera hematoencefélica (astrocitos
y células endoteliales) de las areas CA1 y CA4 del
hipocampo (trabajo en prensa).

Con el objeto de evaluar si las modificaciones antes
descritas producian cambios en las funciones centrales
se determind la permeabilidad de la barrera
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hematoencefélica (BHE), la concentracion de proteinas
en liquido cefalorraquideo (LCR) y plasma, el contenido
de agua en la corteza cerebral, la actividad eléctrica de
la corteza cerebral por electroencefalografia (EEG)*, y
se efectuaron tests conductuales y evaluaron reflejos
posturales.

Material y Métodos

Se utilizaron ratas adultas macho Wistar Kyoto de 240 g de
peso promedio, que fueron divididas en dos grupos de 8y 6
animales respectivamente: 1.- Grupo Hipertensas Portales
Prehepaticas por la técnica de Groszmann (HP)®; para ello
se anestesiaron con éter y luego de una incision en la linea
media abdominal se produjo la estrechez reglada de la vena
porta con una aguja de 20-gauge (1.2-mm de diametro ex-
terno), suturando luego la incisiéon con hilo de seda 3/0;
2.- Grupo Control al que se le practicé una operacion simu-
lada (Sham). Los animales fueron alojados en jaulas indivi-
duales con libre acceso a agua y comida, y ciclos de luz-
oscuridad (12hs-12hs) y temperatura ambiente controladas.
A los 14 dias de operadas se realizaron las siguientes eva-
luaciones:

Perfusion transcardiaca de Trypan Blue: Los animales
fueron anestesiados con etil-uretano (1 mg/kg), perfundidos
con 200 ml de una solucién de Trypan-Blue (TB) al 0.5%
en buffer fosfato salino (PBS) con 25 unidades de heparina
y una temperatura de entre 10-12°C, y luego con 300 ml
de una solucién de paraformaldehido al 2% en PBS a una
velocidad de 25 ml/min. Se extrajo el cerebro, conservan-
doselo en una solucidn crioprotectora de sacarosa al 30%
durante dos dias a -20°C. Los cortes de 30 mm de espe-
sor efectuados en criostato fueron montados en portas
gelatinizados y observados en microscopio 6ptico conven-
cional. Los resultados fueron evaluados como positivo (+)
0 negativo (-) para la coloracion de TB descartandose aque-
llos en los cuales hubiere ausencia de coloracion en emi-
nencia media y plexos coroideos®. La zona evaluada corres-
pondi6 al hipocampo.

Determinacién de Proteinas en LCR: Luego de la aneste-
sia se tomaron muestras de LCR por puncién cisternal para la
medicion de proteinas por el método de Bradford’.

Electroencefalograma: Dos electrodos de plata fueron im-
plantados segun la técnica descrita por Popken para la medi-
cion de la actividad EEG. La sefial, obtenida durante periodos
de vigilia tranquila fue amplificada, filtrada (1-100 Hz), y
digitalizada (1000 Hz, Axon Instr.). Para cada animal, 3 a 5
segmentos de sefial de 30 seg de duracion, registrados a lo
largo de 1 hora, fueron utilizados para obtener espectros de
potencia relativa mediante una transformada rapida de Fourier.
Para las comparaciones entre grupos se analizaron las siguien-
tes bandas frecuenciales: 0-3.99 Hz (delta); 4-7.99 Hz (theta);
8-11.99 Hz (alfa) y 12-27 Hz (beta) para su posterior compa-
racion®.

Contenido de agua en el Cerebro: Se utiliz6 el método
gravimétrico®.

Tests conductuales: Animex: test de motilidad espontanea;
rigthing reflex: de enderezamiento; de estimulacion dolorosa, y
rotarod: coordinacion motora.

Estadistica: Los resultados fueron expresados como Media
+ ESM y analizados mediante un ANOVA seguido de un test
de Newman-Keuls, con un nivel de significacion del 5% (para
proteinas y contenido de agua en corteza cerebral), 0 median-
te una ANOVA de dos vias (grupo y banda frecuencial) segui-
do de un test de Tukey (para el EEG).
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Resultados

Los cortes observados al microscopio 6ptico revelaron
un resultado negativo para el grupo Sham y positivo para
el grupo HP con marcada difusion de TB en areas
perivasculares del hipocampo. La concentracién de pro-
teinas (ug/ml) en LCR fue, en el Grupo Sham de
16.5+4.2, y en el Grupo HP de 40.6+6.8 (p<0.005). En
plasma los valores fueron (mg/ml) 87.4+2 y 108.8+7.6
para el Grupo Control y HP respectivamente (NS).
(Fig. 1).

El porcentaje de agua medido por gramo de tejido
cortical cerebral no mostré diferencias significativas en-
tre ambos grupos (78.95+0.18 vs 79.21+0.20, Sham y
HP respectivamente).

Los tests conductuales no ofrecieron diferencias sig-
nificativas entre los grupos Sham y HP.

Del andlisis del EEG se obtuvieron las potencias rela-
tivas de las siguientes bandas: delta: 0.342+0.031,
0.551+0.032%; theta: 0.356+0.019, 0.279+0.024; alfa:
0.120+0.011, 0.082+0.004 y beta: 0.178+0.025,
0.088+0.012 para los grupos Sham vs. HP, respectiva-
mente (Tukey *p=0.008, Fig 2).
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Fig. 1.- Compara la CP de ratas Sham vs HP en : a) LCR ex-
presada como ug de proteinas por ml y b) plasma como mg
de proteinas por ml. **p<0.005 ANOVA-Newman-Keuls.
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Fig. 2.- Compara la potencia relativa de distintas bandas del EEG entre ambos grupos, me-
diante un ANOVA de dos factores, tratamiento y bandas, éste Ultimo considerado como
“medidas repetidas”. El ANOVA mostré un efecto significativo del factor bandas (p<0.00001)
y de la interaccion (p=0.00006). Un analisis post-hoc mediante el test de Tukey demostré
que los grupos solo diferian significativamente en la potencia de la banda delta, que fue mayor
en los animales HP. * p=0.008, test de Tukey.

Discusion

Los resultados obtenidos confirman que los cambios
morfoldgicos que observamos en la BHE de ratas con
HP (astrogliosis y aumento del nimero y tamafio de las
células endoteliales) se acompafian de una alteracién
funcional evidenciada por la difusién del TB y por el au-
mento de la concentraciéon de proteinas en el LCR.

Las modificaciones observadas en el EEG (aumento
de la potencia relativa de la banda delta) indica un corri-
miento del espectro a frecuencias més bajas en las ra-
tas HP. Este fendmeno es comun a otras situaciones en
las que se produce depresion del SNC, como la aneste-
sia y diversas encefalopatias metabdlicas, y también si-
gue a diversas lesiones organicas del SNC.

Las lesiones producidas en el SNC en nuestro mode-
lo de HP, que no alcanzaron para modificar los tests
conductuales, permiten afirmar que obtuvimos una for-
ma subclinica de encefalopatia hepatica. Este modelo
sera de utilidad para estudiar el desarrollo de la misma
en su forma tempranal® 1.
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