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El objetivo de este estudio es evaluar en un modelo porcino la influencia de la esofagitis sobre
la respuesta aclaradora provocada por la infusion intraesofagica de cantidades crecientes de Ii-
quidos neutros y acidos.

Se emplearon 3 grupos de cerdos sedados sin intubacion endotraqueal: grupo control (n=8), grupo reflujo (n=8),
y grupo esofagitis (n=8); en los que se administré sucesivamente 1, 2 y 3 ml de suero salino y CIH 0,1 N. Una ph-
metria simultdanea permitio evaluar el aclaramiento de dcido. Se compararon entre grupos los tiempos de acla-
ramiento tras suero y acido con pruebas no pareadas no paramétricas con un nivel de significancia fijado en
p<0.05.

Resumen

El reflujo modifico sélo levemente la respuesta a diferentes volumenes de liquido neutro mientras el aclaramien-
to dcido se alargo mucho en animales con esofagitis, particularmente hasta recobrar el ph esofagico basal. Es-
tos cambios fueron dependientes del volumen usado para la provocacion.

El esofago refluyente con o sin esofagitis es capaz de aclarar varias cantidades de liquido neutro. La miotomia
altera moderadamente la respuesta al acido mientras que la esofagitis la dafia gravemente alargando conside-
rablemente el aclaramiento dcido. Nuestros resultados sugieren que los episodios largos de reflujo observados
en los trazados ph-métricos de individuos con esofagitis pueden reflejar no solamente mal aclaramiento sino
también abundantes cantidades de dcido.

Palabras clave: Eséfago - Esofagitis - Reflujo - Aclaramiento - Cerdo

This study investigates, in piglets, the influence of reflux and esophagitis on the esophageal
clearance induced by increasing amounts of neutral and acid fluids. Sedated and non intubat-
ed piglets were divided into 3 (n=8) groups: control, reflux, and esophagitis, and underwent
esophageal pH-metry to allow assessment of esophageal clearance after successive injection of 1, 2 and 3 ml of
saline and 0.1N HCI. Clearance times for saline and acid injection were compared among groups by unpaired
non-parametric tests. The significance level was p<0.05. The acid clearance time was prolonged, particularly until
regaining resting pH, in animals with esophagitis. These changes were volume dependent. The miotomy slight-
ly impaired acid response while the presence of esophagitis severely damaged esophageal acid clearance. Our
results suggest that prolonged episodes of reflux in individuals with esophagitis might reflect both acid clear-
ance dysfunction and large volumes of refluxate.

Index words: Esophagus — Esophagitis — Reflux — ph clearance — Piglets

Summary

O objetivo deste estudo € avaliar, em um modelo porcino, a influéncia da esofagite sobre a
resposta clareadora provocada pela infusdo intra-esofagiana de quantidades crescentes de
liquidos neutros e acidos.

Utilizaram-se 3 grupos de porcos, sedados e sem intubacdo traqueal: grupo controle (n=8), e grupo esofagite

Resumo
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(n=8), nos quais foram administrados sucessivamente 1, 2 e 3 ml de solucdo salina e CIH 0,1 N, respectivamente.
Uma pHmetria simultdnea permitiu avaliar o clareamento de dcido. Compararam-se entre os grupos os tempos
de clareamento de soro e dcido, com provas ndo pareadas e ndo paramétricas com um nivel de significancia fix-
ado de p< 0,05.

O refluxo modificou sé levemente a resposta a diferentes volumes de liquido neutro, enquanto o clareamento
de dcido se alargou muito em animais com esofagite, particularmente até recuperar o pH esofagiano basal. Estas
alteracées foram dependentes do volume utilizado.

O eséfago refluente, com ou sem esofagite, é capaz de clarear varias quantidades de liquido neutro. A mioto-
mia altera moderadamente a resposta ao dcido enquanto a esofagite a altera gravemente alargando consider-
avelmente o clareamento de acido.

Nossos resultados sugerem que os episodios prolongados de refluxo, observados nos tracados da pHmetria de
individuos com esofagite, podem refletir ndo somente mau clareamento, mas também quantidades abundantes

de dacido.

Palavras chave: Es6fago — Esofagite — Refluxo — Clareamento - Porco

Introduccién El aclaramiento acido del
es6fago de individuos nor-
males tienen lugar en dos fa-

ses: la primera, en la que se elimina rapidamente el
volumen, se efectia mediante varias contracciones
peristalticas mientras que la segunda, mas lenta, con-
siste en la neutralizaciéon quimica por la saliva ayuda-
da por varias degluciones y las consiguientes ondas
peristalticas'?. Este mecanismo es clave en la defensa
antirreflujo cuando falla la barrera presora del esfin-
ter esofagico inferior®. Los pacientes con esofagitis
por reflujo tienen una motilidad esofagica defectuo-
sa y se ha discutido mucho si esto se debe a un trans-
torno motor primitivo que contribuye a la patogenia
del reflujo o si es el resultado del dafo de la pared
esofagica debido a una prolongada exposicion acida,
alcalina o mixta como consecuencia del mismo*''. La
mayoria de los estudios sobre motilidad en pacientes
con esofagitis se basan en métodos radiolégicos'>"3,
isotopicos™ o manométricos**'"15'¢ de evaluacion del
peristaltismo usando como controles voluntarios hu-
manos sanos. Se han obtenido asi numerosos datos
en los que se apoya nuestra interpretacién actual de
este mecanismo de defensa contra el reflujo pero es
conveniente no olvidar que dicha informacién es par-
cial porque no se obtuvo en las condiciones controla-
das necesarias para interpretar muchos de los hallaz-
gos y que solamente se dan en el laboratorio experi-
mental.

Se ha demostrado recientemente que la funcién
motora del esofdgo de cerditos sanos es muy similar
a la del nifio y que la frecuencia, amplitud y duracién
de las ondas asi como su caracter peristaltico es bas-
tante similar tras la instilacién intraesofagica de liqui-
dos neutros y de acido. También pudo verse que el4
aclaramiento acido es en cierto modo dependiente
del volumen presente en la luz y que los esfuerzos
motores tendentes al aclaramiento se prolongan no
solo hasta la recuperacién del ph que se usa como li-
mite para definir la exposicion acida sino hasta que se
vuelve al ph esofagico basal’.

El presente estudio aborda la funcion esofagica y
el aclaramiento acido con métodos similares en cerdi-
tos jovenes tras la induccion de reflujo gastroesofagi-
co por destruccion quirurgica de la barrera antirreflu-
joy tras el desarrollo de esofagitis varias semanas mas
tarde. Nos propusimos en primer lugar evaluar si re-
flujo y esofagitis modificaban en alguna forma el
aclaramiento por el esé6fago de volimenes crecientes
de liquido neutro administrados en su luz y, en se-
gundo lugar, investigar si dichas condiciones deterio-
ran la eficacia de los esfuerzos tendientes a aclarar
volumenes crecientes de acido.

Animal:
Cerditos Large
White (sus scrofus domesti-

Material y método
machos

cus) de 4 semanas de edad y 4 a 5 kg de peso perma-
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necieron enjaulados en condiciones adecuadas de
temperatura y humedad y recibieron biberones de le-
che cada 6 horas hasta las 6 semanas y granulado co-
mercial para cerdo a partir de entonces.

Grupos:

Control (operacion simulada): fueron estudiados
ph-métricamente 24 horas después de una operacién
simulada.

Reflujo: Se investigaron 24 horas después de la in-
duccién de reflujo gastroesofagico mediante mioto-
mia extramucosa distal.

Reflujo + esofagitis: sufrieron la misma intervencién
pero fueron investigados solamente 8 semanas mas
tarde cuando la prolongada exposicién acida habia
producido esofagitis péptica. Tras los estudios phmetri-
cos los animales fueron sacrificados y los eséfagos fue-
ron recuperados para su investigacién histoldgica.

Anestesia y sedacion:

Las operaciones se llevaron a cabo con los animales
en ayunas bajo anestesia general (ketamina 30mg/kg
+ diazepan 1 mg/kg + buprenorfina 10 mg/kg + atro-
pina 0,01 mg/kg) con intubacién endotraqueal, venti-
lacién mecanica con isofluorane al 20% y monitoreo
adecuado (temperatura rectal, pulso-oximetria y
ECG). Los estudios phmétricos se llevaron a cabo bajo
sedacion con preservacion de la deglucién esponta-
nea mediante un protocolo conocido: induccién con
mascara de isofluorane seguida de perfusién endove-
nosa de una mezcla de clorhidrato de ketamina
(15mg/Kg/hora) y diazepam (0,5 mg/Kg/hora)18. Los
animales permanecieron en posicion de decubito pro-
no, respirando espontaneamente y adecuadamente
monitorizados.

Operaciones:

Los animales del grupo control (sham) sufrieron
una laparotomia media con diseccion de la regién
hiatal y del es6fago infradiafragmatico sin otras ma-
nipulaciones. Los demas animales sufrieron ademas
una miotomia extramucosa de la unién esofago-gas-
trica consistente en una incisién de 1,5 cm a lo largo
de la cara anterior del es6fago distal extendida hacia
la cara anterior del estbmago cerca de la curvatura
menor a lo largo de otros 1,5 cm. La miotomia permi-
tié en todos los casos el prolapso de la mucosa entre
los bordes. Este procedimiento ha sido considerado
capaz de producir reflujo en el cerdo joven™?2. Se ce-
rr6 el abdomen en 3 capas con suturas no reabsorbi-

bles y cada animal fue tratado con 50 mg/kg adminis-
trado por via intarmuscular de cefazolina.

Ph-metria esofagica:

Esta técnica ha sido previamente adaptada a este
animal'®. Usamos una sonda de antimonio de 1,5
mm fijada a una sonda de manometria 3 cm por en-
cima del orificio esfinteriano. Se conect6 la sonda a
un registrador ph-métrico (Synectics, Stockholm, Sue-
cia) con electrodos cutaneos para cerrar el circuito.
Las medidas de ph se evaluaron mas tarde con el pro-
grama Esophagram (Synectics, Stockholm, Suecia).

Provocacion con suero y acido:

Tras registrar la presion y el ph basales durante al-
gun tiempo para provocar motilidad aclaradora se in-
yectaron sucesivamente en la luz esofagica 1, 2y 3 ml
de suero salino y CIH 0,1N a través del orificio supe-
rior de la sonda manométrica mientras se registraba
el ph intraluminal. El volumen maximo instilado co-
rresponde aproximadamente a un tercio del volumen
del llenado esofagico en un cerdo de esta edad. Se
permitié la recuperacién de las situaciones basales
dejando un descanso de 10 a 15 minutos entre las
provocaciones.

Estudios histoloégicos:

Tras completar los experimentos los cerdos fueron
sacrificados y los es6fagos fueron recuperados y fija-
dos en formol tamponado al 10% durante 24 horas.
Se cortaron entonces tiras longitudinales de la pared
esofagica que se orientaron adecuadamente, se inclu-
yeron en parafina, se cortaron con micrétomo y se ti-
feron con hematoxilina-eosina y tricromico de Mas-
son. Se diagnostico la presencia o ausencia de esofa-
gitis basdndose en la observacién de a) papilomatosis
(alargamiento papilar), b) acantosis (engrosamiento
del epitelio esofagico), ) hiperplasia de células basa-
les (basal de mas del 15% del grosor total del epite-
lio), d) células escamosas balonadas, €) edema y dila-
tacion vascular del epitelio superficial, f) infiltraciéon
inflamatoria submucosa y g) exocitosis (linfocitos in-
traepiteliales). La gravedad de la esofagitis se clasifi-
c6 segun estas lesiones estuvieran o no presentes en:
ausente, leve (2 de ellas presentes), moderada (4 pre-
sentes) o grave (mas de 4 y/o ulceracién presentes)™.

Variables:
Las variables se midieron durante periodos de
tiempo contados desde el momento de la instilacién
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de liquido hasta 4 puntos: 1 minuto, 5 minutos (usa-
dos para las provocaciones con suero salino de ph
neutro) y hasta que se recuperé ph 4y el ph basal del
esodfago (usados para las provocaciones con acido).
Los dos momentos de corte usados en la primera par-
te del estudio se eligieron arbitrariamente porque el
ph neutro del liquido usado no permitia el estudio
ph-métrico del aclaramiento y porque aproximada-
mente a lo largo del primer minuto se produce el ra-
pido aclaramiento inicial de volumen y en los siguien-
tes 5 minutos se leva a cabo gran parte de la segun-
da fase (mas lenta) del mismo. Los otros puntos de
corte determinados por niveles de pH se usaron sola-
mente en los experimentos con inyeccién de acido
por razones obvias. También medimos en esta parte
de los experimentos las variables siguientes: 1. Tiem-
po de recuperacion del pH 4 (en segundos), 2. Tiem-
po de recuperacién del ph basal (en segundos) y 3.
Tiempo entre ph 4 y ph basal tras cada inyeccién de
acido (en segundos).

Anadlisis estadistico:

Los resultados numéricos se describieron como me-
dianas * rangos intercuartilicos. Para la representa-
cién grafica usamos cajas con medianas y percentiles
10, 25, 50 y 90. Se compararon los resultados entre
grupos mediante pruebas no paramétricas de Krus-
kall-Wallis para 3 grupos y para comparaciones intra-
grupo se uso la prueba no paramétrica de Friedman,
medidas repetidas. En ambos casos los “post-hocs”
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correspondientes se calcularon por comparacién pa-
reada. Se consideraron significativos errores alfa de
mas del 5% (p<0.05).

Consideraciones éticas:

Esta investigacion se realiz6 respetando las normas
de la Comunidad Europea para experimentacién ani-
mal y conté con la aprobaciéon de la Comisién de In-
vestigacion del centro.

Resultados Todos los animales sobrevivie-
ron en los grupos control y re-
flujo pero 2 del grupo reflu-

jo+esofagitis murieron por aspiracion masiva 4 y 6 se-

manas tras la miotomia dejando para la evaluacién fi-

nal 8, 8 y 6 animales en cada grupo respectivamente.

Estudios histolégicos:

El eséfago de todos los animales en los grupos con-
trol y reflujo era normal en el momento del sacrificio,
mientras que en el grupo reflujo+esofagitis 4 tenian
lesiones de esofagitis grave y 2 esofagitis moderada
en el tercio inferior del eséfago.

Aclaramiento de diferentes volumenes de
acido:

La linea base de pH se mantuvo constante en los
tres grupos y la inyeccion de los tres volumenes de
acido causo caidas inmediatas del pH en los tres (da-
tos no mostrados).

La Figura 1 muestra que el tiempo de aclaramien-

7000 ]

5000 7]

3000 7

2000 7 i

|l
1mb 2mL 3mL

hasta pH basal (seq)

M control
M reflujo_
O] esofagitis

Fig. 1: Tiempo de aclaramiento hasta llegar a ph 4 inyeccion de dcido.
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to hasta la recuperacién de ph 4 no fue sustancial-
mente distinta en los 3 grupos tras instilacién de los 3
volimenes de acido probados aunque hubo una ten-
dencia a prolongarse en presencia de reflujo y mucho
mas cuando éste se acompafiaba de esofagitis.

En lo que se refiere al tiempo necesario para recu-
perar el ph basal, las diferencias entre los tres grupos
se ampliaron y aparecié una tendencia muy neta a
prolongarse el tiempo en los animales refluyentes sin
y con esofagitis. Sin embargo, probablemente debido
al nimero limitado de animales y a la dispersion de
los valores esto fue solamente significativo para la
provocacion com 2 ml. Si consideramos solamente el
periodo de tiempo de aclaramiento comprendido en-
tre ph 4y ph basal (Figura 2), puede verse que las di-
ferencias entre grupos residen preferentemente en
esta fase del aclaramiento ya que para los tres volu-
menes de acido usado en la provocacién el tiempo de
aclaramiento se alargé significativamente en el gru-
po con esofagitis en comparacion con los controles
con tiempos (medianas) varias veces superiores. No se
aprecié influencia del volumen de provocacién al
comparar cada una de las variables dentro de cada

grupo.

Discusién Se ha demostrado mediante
estudios radiolégicos?*'?, isoto-
picos® y manométricos*®11624

que los pacientes con esofagitis tienen una actividad

peristaltica deficiente consistente en una proporcién

disminuida de ondas primarias que ademas son débi-
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Fig. 2: Tiempo de aclaramiento entre ph 4 y ph basal
tras inyeccion de acido

les*'>25 transito enlentecido de una comida semisdlida
marcada con isétopos® y aclaramiento acido prolon-
gado™.

La introduccion de técnicas de manometria ambu-
latoria combinada con phmetria de 24 horas que per-
miten un andlisis prolongado de la actividad en diver-
sas condiciones de la vida diaria ha confirmado los
datos obtenidos con la manometria estacionaria
aportando nuevas e interesantes informaciones. La
mayoria de los estudios coinciden en que en indivi-
duos con reflujo las ondas motoras son menos am-
plias y la proporciéon de ondas peristalticas menor®2
lo que prolonga el aclaramiento acido??. Estos cam-
bios motores parecen ser hasta cierto punto propor-
cionales a la gravedad de la esofagitis*®. Los mismos
cambios motores, es decir, disminucién del caracter
peristaltico de las ondas y menor amplitud de las mis-
mas®?*3', han sido descritos en niflos con esofagitis®.
La persistencia de la dismotilidad tras el tratamiento
excitoso médico o quirurgico de la esofagitis sugiere
que ésta podria ser primaria y constituir un compo-
nente de la enfermedad por reflujo gastroesofagi-
Co’"M313337 pero, por otra parte, hay estudios discor-
dantes con esta interpretacién que sostienen que la
disfuncion motora es consecutiva al dafio inducido en
la pared del es6fago por el contacto prolongado con
el liquido refluido®*3°. Sin embargo, la mayoria de es-
tas investigaciones han sido llevadas a cabo en indivi-
duos de edades variadas, con reflujo de gravedad va-
riable y con esofagitis de grado igualmente variable
usando voluntarios como controles. Por razones ob-
vias, el volumen de liquido implicado en cada episo-
dio de reflujo en estos individuos es totalmente des-
conocido haciendo muy especulativa la interpreta-
cién de la posible influencia de la duracion, naturale-
za y organizacion de los fenémenos motores en el
proceso de aclaramiento. La investigacion en anima-
les de experimentacién, por el contrario, permite
controlar la mayoria de las variables y es probable-
mente el mejor modo de investigar adecuadamente
estos aspectos. Se han realizado algunos estudios so-
bre esofagitis experimental en ratones®, ratas*-*, co-
nejos¥-*°, gatos®'s5, hurones®, zarigleyas®’%°, perros®"
8 o cerdos'®?% pero solamente unos pocos han
abordado el problema de la motilidad en estas condi-
ciones17—20,53,59,69_

La originalidad de nuestro estudio consiste precisa-
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mente en la demostracion en un animal adecuado de
la naturaleza de los transtornos motores que produ-
cen aclaramiento anormal tras provocaciones de vo-
lumen y de acido. El cerdo joven es un buen modelo
experimental para investigar determinados aspectos
de la funcién gastroesofagica en niflos debido a su
parecido sorprendente con ellos desde el punto de
vista de la anatomia, la funcion esfinteriana y la mo-
tilidad del cuerpo esofagico™. La barrera antirreflujo
es casi idéntica en ambas especies asi como la ampli-
tud, duracion, frecuencia y organizacion peristaltica
de las ondas.

También ha sido demostrado que la miotomia ex-
tramucosa semejante a la usada en el presente estu-
dio es capaz de inducir una inactivacioén total del
componente esfinteriano de la barrera antirreflujo 'y
de producir reflujo ya que examinando los es6fagos
varios meses después de tal manipulacién aparece re-
gularmente esofagitis péptica grave™®.

El aclaramiento acido fue largo en los cerditos del
grupo control pero hay que considerar que el decubi-
to y el suefio alargan el aclaramiento en humanos™7",
y esto es aplicable a las condiciones de nuestro expe-
rimento. En los cerditos con reflujo el aclaramiento
acido tendio a alargarse pero sin llegar a diferenciar-
se significativamente del grupo control. En los anima-
les con reflujo y esofagitis la capacidad aclaradora es-
taba gravemente afectada de forma volumen depen-
diente. El tiempo necesario para recuperar el ph 4
tras 3 ml de acido fue de 6 a 7 minutos (mediana) y el
necesario para llegar al ph basal del eséfago fue de
casi 40 minutos (mediana) o sea mas de 6 veces lo
normal tras el mismo volumen de acido. Estos datos
prueban que la capacidad de reaccion del eséfago a
la provocaciéon acida, que estaba bien preservada en
el es6fago intacto, se hizo levemente insuficiente al
inactivar la barrera antirreflujo y se afecté gravemen-
te cuando el reflujo prolongado habia producido eso-
fagitis. Esta interpretacién es concordante con la de-
mostracion previa de que los nifios con reflujo gas-
troesofagico y mala respuesta al tratamiento médico
tienen mala respuesta peristaltica cuando se provoca
al es6fago mediante perfusion de acido’7.

Cambios locales en la pared inflamada que afectan
a la coordinacion nerviosa, a mediadores neuromus-
culares o a la estructura y funcién de las fibras muscu-
lares deben debilitar la respuesta normal a la disten-

sion endoluminal y/o a la deglucién. Varios experi-
mentos “in vitro” explican en parte esta actividad
anormal del es6fago inflamado que conduce a estos
cambios. Anillos musculares de zariglieyas con esofa-
gitis mostraban menor amplitud contractil y mayor
duracion de las ondas tras estimulacién eléctrica®
mientras que la estimulacién quimica con varios
agentes de tiras de musculo del esfinter inferior de
hurones con esofagitis aumento6 la sensibilidad de las
vias inhibitorias activadas por capsaicina®. La esofagi-
tis experimental en gatos dafa los mecanismos de li-
beraciéon de calcio de los depdsitos intracelulares en
el musculo del esfinter inferior’*7s. Los peroxinitritos,
metabolitos del éxido nitrico, que es un mediador co-
nocido de la relajacién esofagica, estan aumentados
en el musculo inflamado del eséfago de zarigleyas lo
que sugiere que algo pueden tener que ver con la dis-
motilidad en esta condicién

Patolégica’. La muy verosimil suposicién de que el
oxido nitrico (NO) esta implicado en la dismotilidad
causada por esofagitis estd adicionalmente respalda-
da por observaciones de aumento de sintasa de NO,
contenido de guanidin-monofosfato ciclico, NADPH-
diaforasa y velocidad maxima de captacién de l-argi-
nina en anillos musculares de esfinter esiofagico infe-
rior de gatos sometidos a perfusién acida esofagica’.
Finalmente, de nuestro estudio se deriva una impor-
tante implicacién diagnéstica, si la esofagitis enlente-
ce sustancialmente el aclaramiento acido de manera
volumen dependiente, los métodos estandar de lec-
tura de las curvas de ph-metria son inexactos y no son
capaces de detectar gran parte de la exposicion acida
potencialmenre dafina. Estos métodos aceptan que
un umbral de ph de 4 6 5 marca el fin de cada episo-
dio de reflujo pero como segin hemos demostrado
los esfuerzos aclaradores persisten hasta que se llega
a recuperar el ph basal, dichos métodos ignoran, par-
ticularmente en individuos con esofagitis, largos pe-
riodos de aclaramiento activo destinados a eliminar
el acido restante. Es muy probable que deban desa-
rrollarse nuevos métodos de evaluacion de las curvas.
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