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LI. JUSTIFICACIÓN DE ESTE TRABAJO.

La gastrinaes una hormonapolipeptídicagastrointestinalque desempeñaun

importantepapelen la fisiologíadigestiva.Esel principal agentereguladorde la secreción

ácidadel estómago(Bauer, 1986;DeGrnot, 1989;Fernández-Tresguerres,1989;Harrison,

¡991; SmithyPrice,1991).

Se han realizadodiversosestudiosinmunocitoquímicossobre la distribuciónde

células endocrinasen mamíferos:en el cerdo (Ita y cols. 1987),gato(Kitamuray cois.

1982),caballo(Kitamuray coN. 1984),oveja(Francoy cols. 1993), musaraña(Kitamura

y cols. 1990),en aves(Alisan, 1989),en roedores(Kapur, 1982a)yenel perro(Tobey

cols. ¶976; Galány cols. 1993). No obstante,la ubicaciónde lascélulasproductorasde

gastrina(célulasG), o de fonnasprecursorasde la hormona,en el tubo digestivoy sus

glándulasanejas,ha sido objeto de controversiatantoen el hombrecomoen el perro

(Accaryy Bonflls, 1973; Nilssony coN. 1973; Stanleyy cols. 1976; Tobey cols. 1976;

Hawkinsy cols. 1987; Bardrazny cols. 1990).

La presenciade tumoressecretoresde gastrinageneralmentede localización

pancreática,aunqueen muy rarasocasionespuedetenerotraslocalizaciones(Smithy cols.

1991; Larriva-Sahdy cols. 1992;Polaky Priestley,1992;Hirai y cols. 1993),provocael

denominadosíndromede Zol¡inger-Ellison,que ha sidoreconocidotambiénen el perro

(Happey vander(Jaag,1980;Drazner, 1981,Shaw,1988).Enel páncreastambiénpueden

aparecerotrostipos detumoressecretores(Grossy cols. 1990; Skarday cols. 1994)ftente

a los queesnecesariorealizarun diagnósticoinmunocitoquimicodiferencial.

Por otro lado, existe la posibilidadde que en determinadascondicionespuedan

aparecercentrasgastrínicosextragástricos(Accary y Bonflís, 1973; Duvaux y Ponter-

Duvaux,1993)asícomola posibilidadde inhibiciónde laexpresióndel gengastrinapor

somatostatina(Karnik y cols. 1989).El aumentopatológicode célulasG escausade

elevacióndegastrinemia(Walsh,1975; Smith, 1991)provocandosíntomasclínicosque

debenserdiferenciadosde otraspatologías.

2 lntro¿ucci6n
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Las modernas técnicas inmunocitoquimicas permiten poner de manifiesto

cantidadesrealmentepequeñasde sustancias(enzimas,hormonas..)presentesen las células

graciasa los procedimientosde amplificaciónde señalde losmétodosindirectosutilizados

en microscopiaópticaqueconfierenunaaltasensibilidad(Dansehery Nórgaard,1983;

Springally cols. 1984; Su-Ming y Raine, 1984; BruceSavage,1986;Carleiy cols. 1993).

Portodolo anteriorpensamosqueseriadeespecialinterésel reconocimientode las

células productorasde gastrinainmunoreactivay la densidadcelular en condiciones

normalesen el aparatodigestivodel perro.

Desdelasprimerasdescripcionesdel métodoinniunocoloidalde Faulky Tayloren

1971, diversosautoreshanestudiadola ultraestructurade las célulasO en el hombre

(Buchamy Polak, 1979; Varndell y cols. 1983; Marrison, 1984; Polaky Priestley,1992;

Canberk,1992),en pequeñosrumiantes(Ama!y cols. 1986),enreptiles(Burrelí y cols.

1992), en la rata(Oomoriy cols. 1993); así comootrastipos de célulasendocrinasen

équidos(Nieto ycols. 1987),roedores(Kapur 1982b)y cápridos(Sánchezy cols. 1992).

No obstante,no tenemosreferenciasde unadescripcióndetalladade estascélulasen el

perro.

Parala identificaciónultraestructuralesnecesarioel inmunoniarcadoconmetales

pesados,dadoquepuedeexistirconfusiónconotros tipos de célulassecretarasendocrinas

(Dobbins y Austin, 1991). Nosotroshemosestudiadamedianteinniunocitoquimica

ultraestructurallacélulaO enel perroy la influenciadel pHen el mecanismode secreción

(Galány cols. 1995). -

La técnicaparainmunocitoquíniicaelectrónica,aunqueenprincipioesmássencilla

quela técnicaparamicroscopiaóptica,presentasinembargoirnos problemasprácticosen

suaplicación(Hayat, 1989;Bullock y Petrusz,1989;Polaky Priestley,1992; Scalay cols.

1992), siendoel principal la buenapreservacióny visualizacióndel antígenosin gran

detrimentode la estructuracelular (Bendayany cols. 1987; Gonzálezy cols. 1994).

3 Intro¿ucci6n



Algunos autoresseñalanla inmunocitoquimicaultraestructuralcomo una técnicatan

sensiblecomoel radioinmunoensayo(Moriarty y cols. 1973).

Por otro lado,en el aspectoclínico, la determinaciónde gastrinaséricaen pequeños

animalesmedianteradioinmunoensayo,estáindicadaenel vómito crónico,diarrea,pérdida

ponderal,sospechadegastrinomao gastrorragiade etiologíadesconocida(Willard y cois.

1993).

Las causasmásfrecuentesdehipergastrinemiason las úlcerasgastroduodenales,

la obstruccióngástrica,el fallo renaly el gastrinoma.La gastritisatrófica,la hiperpíasiade

célulasO antrales,el síndromedeintestinocorto,el hiperparatiroidismo(Todd-Sanford-

Davidsohn,1984)y en algunoscasosla insuficienciahepática,son cuadrosclínicosmenos

frecuentesquecursantambiénconelevacionesde gastrinaen suero.

El empleo terapéuticode antiácidosquebloqueanlos receptoresH2, como la

cimetidinayomeprazol,aumentanlosnivelesde gastrinaensangre(Hanskyy cols. 1979;

Bauer, 1986; Sans-Sabrafen,1988; Fernández-Tresguerres,1989; Smith y Price, 1991;

Willard y cols. 1993).

Latécnicade radioinmunoensayorequieretiempoy personalespecializado,pero

proporcionaunamuy altasensibilidady especificidad(Lehninger, 1980;Kaplany Pesce,

1986).

DesdequeAccaxyy Bonflis en 1973emplearonla técnicade radioinxnunoensayo

parala determinacióndegastrinahumanay Walshen 1975profUndizóensusignificación

clínica,diversosautoreshanaplicadodichatécnicaparala determinaciónde estahormona

ene!perro(Catambroney cols. 1980;Gabberty cols. 1984;Foxy cols. 1990),utilizando

en todoslos casosgastrmna-17humanasintética.Estostrabajoshansidorealizadossobre

un reducidonúmerodeanñnalesy sin teneren cuentaposiblesvariacionesfisiológicasen

relaciónconla edady el sexo.

4 Introducción
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Porotrolado,en los último~añosla alimentacióncaninahaexperimentadounos

cambiosmuy evidentesen cuantoacomponentes,elaboracióny presentación,quesealejan

de lo querealmenteseríala dietanatural de un animalcarnívoro.

Pensamosqueesnecesarioestablecerlos valoresfisiológicosde gastrinasérica

quepuedanservir de referenciaparaevaluaralgunaspatologíasquecursancon aumentos

máso menosmarcadosdeestahormonaen el perro.

5 Introducción
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1.2. OBJETIVOS.
Los objetivosfundamentalesde estatesisson:

1.—

indirectas,

perro.

Determinar, mediante el empleo de dos técnicas inmunohistoquimicas

la localizaciónde las célulasO productorasde gastrinainmunoreactivaen el

2.- Determinarla densidadde estetipo celularen la mucosagástricadel peno.

3.- Estudiarlas característicasmorfológicas ultraestructuralesde la célula O,

identificándolamediantemarcadoinmunocitoquimicoparamicroscopiaelectrónica.

4.- Determinarlos nivelesfisiológicosbasalesde gastrinemiaen el perro.

5.- Estudiarlas posiblesvariacionesfisiológicasde la concentraciónde gastrina

en sueroen relaciónconla edady el sexo.

6.- Determinarla respuestaa los 30 minutosde la ingestiónde alimentosde

diferentecomposicióny establecercurvasde gastrinemiaen relaciónaéstos.

6 lntroducci6n
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2.1. LA GASTRINA.

El tracto gastroduodenalcontiene una amplia variedadde células endocrinas,

denominadascolectivamente sistema “APUD” (Amine Precursor Uptake and

Descarboxylation),conceptointroducidopor Pearseen 1968.

Estascélulas,quetambiénseencuentranen los islotespancreáticos,poseenunas

caracteristicascomunescomoson su alto contenidoen aminasfluorecénicascomolas

catecalaminas,5-hidroxitriptófano,etc., sucapacidadde captaciónde aminasprecursoras

y sudescarboxilacióny la presenciade esterasaso colinesterasasinespecíficas(Sánchez

y col. 1984). Este tipo celularpareceprocederde las célulasectodérmicasde la cresta

neural(Drazner,1981;Banks,1993).

Hastael presentemásde 30 tipos celulares,repartidosen dosgrupos,hansido

asignadosal sistemaAPUD (Morrison, 1984;Banks,1993). LascélulasO por sucarácter

neuroendocrinoperiféricopertenecenal grupoII (Sánchezy cols. 1984).

Recientesevidenciassugierenquealgunosde los polipéptidosgastrointestinales

producidosenestascélulaspuedenno actuarcomohormonascirculantesclásicas,peroen

el instanteenquesonliberadaslocalmenteactúansobrelos tejidosadyacentes(función

paracrina)(De Oroot, 1989).

Algunos péptidosreguladoresdel intestinoestáncontenidosexclusivamenteen

células tipo endocrino:péptido inhibitorio gástrico (0W), gastrmna,enteroglucagón,

insulina,etc.,mientrasqueotroshansido identificadosen célulasnerviosasúnicamente:

neuropéptido,péptidoliberadordegastrina,péptidointestinalvasoactivo(VIP). Un tercer

grupohasidoencontradoen neuronasy célulasendocrinas:sustanciaP, colecistoquinina

y somatostatina(DeOroot, 1989).

Péptidosrelacionadoscon gastrinasehanpuestade manifiestoen neuronasvagales,

célulasde la pituitaria,mucosabronquialy en célulasespermátidashumanas(Schallingy

a Revíai6nBiblioeráhca



cols. 1990).

AunqueBay¡iss y Starling postularonen 1902 la hipótesisde la existenciade la

gastrina,éstano fue comprobadahasta¡964 en queseaislóen estadopuroapartir de la

mucosagástricadel cerdo(Bauer,1986).

La gastrina, secretina,colecistoquinina(CCK), enteroglucagón,polipéptido

intestinalvasoactivo(VIP}, polipéptido inhibitorio gástrica(OIP),somatostatina,motilina

y otros,tienenefectosobrela funcióngastroenteropancreática(Harrison, 1991).

La gastrina,hormonapolipeptidicareguladoragastrointestinal,descubiertaporJohn

SydneyEdkins(l&63-1940)en 1905(Smithy Price, 1991)y determinadasusecuencíade

aminoácidospor Gregoryy Tracy en 1964 (Tobe y cols. 1976), es el máspotente

estimulantede los conocidosdela secreciónácidadel estómago(Harrison,1991; Smith,

1991).

Los péptidosreguladoresgastrointestinalesen las célulasendocrinasdel intestino

son sintetizadosen el retículo endoplásmico(ribosomas),comoproteínasprecursoras,

divididas enzimáticamenteen fragmentosde péptidosactivos,y transportadasluego al

aparatode (Ilolgí paraposteriormenteserempaquetadasen gránulosque se acumulan

principalmenteen la parciónbasalde la célula (DeGroot,1989).

Golgi describióen 1898el sistemademembranasquellevasunombreutilizando

el métodode impregnaciónargéntica.Los estudiosrealizadosposteriormentetiendena

demostrarla especializaciónquímica y morfológica de las diferentes membranas

intracelularesy la existenciade unarelacióndinámicaenteellas(De Robertisy cols.

1968>.

El microscopioelectrónicoha incorporadonuevasrelacionesentreel complejode

Golgi y la secreciónqueya fuerapostuladapor Cajal en 1914 en susestudiossobrela

9 RevisiónBiLkográfica



célulacaliciforme. Existe unarelaciónentre el retículo endoplásmicorugosoy liso, el

complejode Golgi, los gránulosde secrecióny los lisosomas.El retículoendoplásmicoestá

muy desarrolladoen célulasqueintervienenactivamenteen síntesisproteica(Jamiesony

Palade,1967;De Robertisy cols. 1968).

La gastrinase halla en los tejidos y líquidos orgánicosen diversas formas

moleculares.Laprincipal,queseencuentraendeterminadaspoblacionescelulares(células

0)de la mucosaantropilórica,porciónproximalde duodenoenel perroadulto(Morrison,

1984),y en lascélulasD pancreáticasen el hombre(Accauyy Bonflís, 1973;Stanleyy cols.

1976), así como en los gastrinomas,es un heptadecapéptido(0-17) formado por 17

aminoácidosconunaregiónactivasituadaenla amidatetrapéptidodelextremocarboxílico

(Try-Met-Asp-Phe-NI-12).(Harrison,1991).

La denominadagastrinaII es la forma quepresentasulfataciónen el aminoácido

tirosinade la posición 12, siendola gastrina1 la forma no sulfatada(DeGroot, 1989).

En determinadascondicionespuedenaparecercentrosgastrínicosextragástricos,

en particularpancreáticos,por estimulaciónpatológicade origen hipofisario (Accaryy

Bonflís, 1973). Duranteel desarrolloontogénicapuedenobservarsela presenciade células

propias de un órganoen otro del mismo sistemaorgánico (Tsanadísy cols. 1995).

Posiblemente,mecanismosde inducciónenzimáticay/o represiónpor el productofinal,

influyen sobrela iniciación de la transcripciónde un gen o pequeñogrupo de genes

estructuralesy reguladores.Nilsson,Yalow yBerson(1973)estudiandoextractosde tejidos

medianteRIA, detectaronpequeñascantidadesde la hormonaen tramosposterioresde

duodeno,yeyuno,mucosabucal, lenguay esófagodel hombre.

Los tumoresproductoresde gastrinaen el páncreas(gastrinomas)procederíande

célulascapacesde expresarel gengastrina(Bardramy cols. 1990). Segúnesteautorexisten

indiciosdeprogastrinay susproductosen el páncreasdel peno;sin embargo,segúnotros

investigadores,tanto el páncreasjuvenil del perro como el adulto no presentan

inmunoreactividadparagastrina(Stanleyy cols. 1976; Hawkinsy cols. 1987; Bardramy
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cols. 1990).

Enel hombre,la presenciadegastnnaen lascélulasD pancreáticasfuécomunicada

primeramentepor Stanleyen 1976. Desdeentoncesestalocalizaciónha sido objeto de

controversia.

Medianteestudiosinmunohistoquimicosmásrecientes,sehadetectadola presencia

degastrinaen páncreashumanofetal y neonatal;perono en poblacionescelularesmaduras

de este órgano (Hawkins y cols. 1987). En gastrinomasse han estudiadodiferentes

fragmentosde progastrina(Sobhaniy cok. 1989).

Diversostipos de tumorespuedensecretarhormonascomoocurreencarcinomas

gástricos(Bernery Nesland,1991), tumoresde las célulasde los islotessecretoresde

ACIR, tumorespancreáticossecretoresdeglucagóne insulina(Orossy cols. 1990) -eneste

órganoalgunostumorespuedenpresentarreceptoreshormonales(Skarday cols. 1994)-

carcinomasdetiroidessecretantesdeACTH, melanomassecretoresde gastiinay adenomas

dehipófisissecretoresdeprolactina(Martinezdela Colinay cols. 1993).Estossíndromes

noestánbiendocumentadosenanimales(Drazner,1981).

La 0-17, dc pesomolecular2114 daltons(1 unidaddalton = masadel átomo

hidrógeno),representamásdel 90%de la gastrinaexistenteenla mucosaantral(Pontery

Duvaux-Ponter,1993). Sin embargo,alrededorde dos tercios de la gastrina sérica

correspondena formasmolecularesmásgrandes,de 34 aminoácidos,0-34, de pm 7000

(big gastrin)(Yalowy Berson,1972).

Moléculadegastrina0-17humana

O ~

Pbe-Nli2
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Molécula de gastrina 0-34

O Glu-Leu-Gly-Pro-Gln-Cly-Pro-Pro-His-Leu-Val-AIa-Ásp-Pro-Ser-Lys-Lys-

~

NH2

Segúnel trabajode Yuy co¡s.(1991),la secuenciadeaminoácidosdel péptido0-17

del perrodifiere de la gastrinahumanadebidoala sustituciónde metioninapor leucinaen

la posición5 delextremoaminoy alaninapor ácidoglutámicoen la posición 10.

Molécula degastrina0-17canina

O ~

Phe-NH2

Los 17 aminoácidosdel extremocarboxílicode0-34 sonidénticosalos de0-17

y puedehallarseo no sulfatada(0-34 II o 0-34 1). Gantz y cols. (1990) hanrealizado

trabajosde donaciónde la secuenciade aminoácidosde la gastrinacanina. Existe

evidenciade una moléculaaún mayor (pm 25000), denominada“big-big gastrin”, en

pacientesconsíndromede Zollinger-Ellison,quecontribuyea la ininunoreactividadtotal

dela gastrinasérica(Yalowy Berson, 1972;Drazner,1981).

Segúnotrosautoresesprobablequeestaforma no exista,exceptocomoartificio

de losRIA ó en ciertostumoresproductoresde macromoléculas(Kaplany Pesce,1986).

Existe,asímismo,unamoléculamáspequeña,minigastrina,de 13 aminoácidos

(pm 1800). La actividadbiológicade la gastrinaradicasobretodo en el pentapéptidoU-

terminal,queha podidasersintetizado,y tieneun pesomolecularde 768 daltons.Es la

denominadapentagastrina,de ampliautilizaciónen terapeúticahumana.

La secuenciade los 17 aminoácidosde ¡a moléculabásicade gastrina(0-17),se

insertaen la big gastrinahumana,entre las posiciones18-34 de esta moléculay la
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minigastrina(G-13),entrelas posiciones22-34 de0-34y 5-17de 0-17(Walsh,1975). La -

forma 0-34 es la másabundanteen el plasma.La porción C-terminales igual en todas

ellas.

La gastrina 17 de la rata difiere en 3 aminoácidosrespectoa la humana;sin

embargola secuenciade los 12 aminoácidosdelextremocarboxílicoesidéntica (Schaffer

y cols. 1982). La 0-17es el mayorcomponentedel tejido antraly la 0-34 del intestinal

(DeGroot, 1989).

2.1.1.CARACTERÍSTICAS DE LAS CELULAS PRODUCTORAS DE

GASTRINA.

Las célulasproductorasde gastrinaposeencaracterísticasmorfológicassimilares

a otras células endocrinas.Son piramidales,alojadasentre las basesde las células

exocrinasvecinasy con un estrechoextremoapical, queen ocasionesalcanzala luz

glandular,presentandomicrovellosidades(Fawcett,1989;Polaky Priesley,1992).

Sus propiedadescitoquimicasson las de las células endocrinassecretorasde

polipéptidos(serieAPUD), a las cualespertenecenentreotras, lascélulassecretorasde

ACTH, las célulasalfa (glucagón)y las beta(insulina)de los islotesde Langerhans,las

célulasC del tiroides (calcitonina),las célulasD (somatostatina),así comolas células

argirófilas(colecistoquinina,pancreozimina),y enterocromafinesdel intestinodelgado

(secretina)(Sandritter,1979;Dellmann,1993).

Aunquelascélulasproductorasde gastrinaaparecendispersas,sunúmerosueleser

dc5 x i0~ porcentímetrocuadradodemucosagástricaenel peno(Fawcett,1989).Graham

y cols. (1993)hancomunicadounadensidadcelularenel hombrede 5.3 ±0.5 célulaspor

glándulaen 12 individuosconsideradosnonnales.

En embrioneshumanosse observóque estascélulas endocrinaspuedenser ya

detectadasa las 10 semanasde gestación(Facery cols. 1989).Recientemente,en un
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estudiosobre la ontogénesisy distribuciónde las célulasO en la oveja Francoy cols.

(1993) hancomunicadoquelasprimerascélulasinmunoreactivasaparecenalos 69 y 77

díasde gestaciónen duodenoy antropilórico respectivamente.

En la oveja,sehan identificadocélulasproductorasde gastrínaen escasonúmero

(aproximadamente3 célulaspor mm2) en el yeyuno proximal y en el íleon dista! y son

morfológicay estructuralmentediferentesde lascélulasO de la mucosapilórica. Kitamura

y cols. (1990),hanidentificadocélulasde gastrinay otrascélulasendocrinasenla porción

terminal del intestino y en rectoen un mamífero insectívoro(Suncus Inurinus), cuya

significaciónno estáclara.

Los gránulo.ssecretoriosdeestascélulasvarianentrelos 150 y300 nm. de diámetro

(Arnal y cols. 1986).

Springally cols. (1984),utilizarontécnicade peroxidasa-antiperoxidasa(PAP)e

inmuno-oro-plata(IgGGS)parateñircélulasO de antropilórico de cerdo,obteniendouna

mayorintensidadde inmunotinciónconla segundatécnica.

Larssony cols. (1975) estudiaron,medianteinmunofluorescencia,las célulasO

enel hombre(enel fetoy enel adulto).Hackery cols. (1990),empleandolas dostécnicas

inmunocitoquimicasreferidasanteriormente(PAPy IgGGS),no observarondiferenciasen

la densidadnuméricade las célulasO en el hombreen relacióncon la edady el sexo.

Algunosestudioshanencontradoun incrementoen la densidadde célulasO por

el tratamientocontinuadocon omeprazol(Pawlikowski y cols. 1992), probablemente

independientede la hipergastrinemia,ya queno esbloqueadopor tratamientosimultáneo

conprogluniida(unbloqueadorde los receptoresde gastrina). Enla rata,seha estudiado

la proliferaciónde célulasenterocromafinesendeterminadascondicionesexperimentales:

duranteel tratamientocon omepra.zol(Tielemansy cols. 1989)y en la administración

crónicade etanol(Todorovicy cols. 1993).

14 Revisi6nBibliográfica



U U b.O.bU 3 .UdIUhHUfl U U ~ U U•UU

Scheppy Chan(1984),han estudiadolos efectosde las prostaglandinassobrela

liberaciónde gastrinaantralen el perro.

En la mucosaantral, en estrechaproximidad con las células de gastrina se

encuentranlas células productorasde somatostatina.Esta sustanciaejerce efectos

reguladoreslocales sobre la liberación de gastrina(Kamik y cols. 1989; Larsson y

Houggaard,1994).

La biosíntesisde muchasproteínasy péptidos de secreción,incluyendo las

hormonasy losenzimas,esllevadaacabopartraduccióna partirde ARNm, de grandes

polipéptidosprecursoresqueson almacenadosen gránulosy disociadospor proteasas

intracelularesparaformarel productode secreciónfinal. Existendatosqueindicanquela

0-34puedeserun precursorde la 6-17. De hecho,la disociaciónin vitro de aquellacon

tripsinalibera0-17,y el sitio de disociaciónestáconstituidopordosresiduosseguidosde

usina(Kaplany Pesce,1986; Smithy Price,1991).

Los gránulosde secreciónquecontienengastrinaestánlocalizadosenla porción

basalde las célulassecretoras(Kaplany Pesce,1986;Dellmann,1993).Lascélulasdel

bulboduodenalproducenla hormonaenmenorgrado.Enel hombre,la concentraciónde

gastrinaenel duodenoproximalesalrededordel 10%dela concentraciónantral(Harrison,

1991;DeGraot,1989).

La ultraestructurade las célulasAPUD secaracterizapor un abundanteretículo

endoplásmicorugoso,ribosomaslibresy un prominenteaparatode Oolgi, indicandosu

naturalezasecretora(Morrison, 1984).Segúnalgunosautoresel retículoendoplásmicoliso

esmasabundantequeel rugoso(Sanchezy cols. 1985),conunaimportantepresenciade

microtúbulosy microflíamentos;mientrasqueparaotrosel retículoendoplásmicorugoso

es relativamentepequeñoen la célula O (Dellmann, 1993). Oreider y cols. (1972)

realizaronestudiosultraestructuralesde las célulasO en el hombre.
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Se hacomunicado(Buchany Polak, 1979)la existenciade dostipos de gránulos

en lacélulaproductorade gastrina:gránulossecretoresgrandeselectrolúcidos(350nm) y

gránulospequeñoselectrodensos(190nm). Los primerossoncaracterísticosde las células

O antralesenel hombrey faltan en las duodenales.Realizandoseccionessemifinasde 800

nm. en antro,duodenoy yeyunoen el hombre,estosautores,midiendo650 gránulosen 12

células,determinaronun diámetromediode los gránulosde 220±20 ¡un.

En un estudioinmunocitoquimicosobreprecursoresde gastrmnaen la mucosaantral

en el hombre,utilizandoantisueroespecíficofrente al péptidosintéticoTyr-Oly-Trp-Met-

Asp-Phe-Gly(OL?), Funatay cols. (1989)han observadoquelosgránuloselectrodensos

presentanunaaltaafinidadpor GUi. Estosgránulosseríanel principal lugarde conversión

de precursoresde gastrinay en consecuenciasonmásinmaduros.

Así misma,segúnesteestudio,las célulasquecontienengastrinaen el intestino

seríande diferentetipo morfológicoquelasde la mucosaant-al(GA.); esposiblequeestos

gránuloscontenganlos productosde la división enzimáticade 0-34, mientrasque los

pequeñoscontendrían0-34 inalterada(0.1.),que es la forma predominantede gastrina

intestinal.

Canbert(1992)hadescritola presenciade grandesvacuolasvacíasen el citoplasma

de estascélulasenel hombre,asícomodiferentestipos degránulosque estánenrelación

conel ciclo de secrecióncelular.

Sinembargo,Oomoriy cals.(1993>hanseñaladoenla rataque,segúnel pHde la

fijación, las célulasO pilóricaspresentandiferenteelectrodensidaden susgránulos,de

maneraquea pH 7 predominanlos electrolúcidosobservándosealgunoselectrodensose

intermedios.A pH 5 los gránuloselectrodensose intermediossonmásnumerosos.Para

estos investigadores,la variabledensidadelectrónicade las células O puedereflejar

diferenciasenel gradode pérdidade contenidosde los gránulosal citoplasmadurantela

fijación y estefenómenopodría estarrelacionadoconla acidez de la sustanciade los
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granulosdurantela maduraciónintragranular.

2.1.2.MECANISMO DE LIBERACIÓN.

La liberación de gastrína tiene lugar por estímulos químicos, mecánicoso

nerviosos,queactúansobrela célulaproductora(cél.O),porvía sanguínea,vagalo local

(nutrientes)(Jubby cols,1993).

La existenciade alimentosenel estómago,estimulala secreciónácidaal aumentar

la liberaciónde gastrina,sobretodo graciasal contenidoen proteínasde origenanimal,

másconcretamenteaminoácidos,primariamenteglicina, sermay alanina,así comoel ácido

acético,el propiónico,y porneutralizacióndelantrocon antiácidos(Hanskyy cols. 1979;

Brent, 1986,Rybergy cols, 1988;Harrison,1991;Willard y cols. 1993).

De la accióncontinuadadel omeprazoly ranitidina, inductoresde la supresiónde

la secreciónácidagástrica,resultaunahipergastrinemiaen perrosy ratas(Rybergy cols.

1988).

El contactode la mucosaant-alconel contenidoluminal escapazde modularel

procesamientopostransíacionalde progastrinaasí como

determinarla producciónde hormonabiológicamenteactivamediantepasosqueincluyen

sulfatación,fosforilación,divisióny amidación(Vanoy cols. 1990).

La propiadistensiónmecánicadelestómago,traslaingesta,estimulala producción

de gastrinamedianteun caminocolinérgico(Kaplany Peste,1986;Jubby cols. 1993).

En menor medida, los estímulosnerviososde la fasecefálicade la digestión

tambiénactúanenestesentido,asícomoel estimulovagal (DeGroot, 1989). Enotra parte

del intestino, la liberación de hormonasdependemásde la química intraluminaLLa

liberaciónde gastrinaen respuestaa la comidaenpenosnormalesno es inhibidapor la

atropina.
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El calcio intravenosoestimulala secreciónáciday producemínimasreducciones

de los niveles séricosde gastrina.Salvo en pacientescon gastnnoma,no sueleexistir

asociaciónentrehipercalcemiay secreciónácidao aumentode gastrinaen suero(Kaplan

yPesce,1986).

Otrosagentesquímicosqueactúansobrela célulaproductorade gastrinason: sales

biliares,epinefrina,factor liberadorde gastrina(FLO), acetilcolina,etanol y magnesio,

principalmente(Femández-Tresguerres,1989>.

1-laydosfamiliasprincipalesdehormonasintestinales:La secretinay las similares

estructuralmentey la gastrinay los péptidosrelacionados(Strombecky Guilford, 1991).

La secretinay el glucagóninhiben la liberaciónde gastrmna,las catecolaminas

estimulansudescarga.

La secretinaesun polipéptidode 27 aminoácidosrelacionadoestructuralmentecon

el glucagón.Estasustanciaesliberadaporlas célulasendocrinasdela mucosadel intestino

delgado(cél, 5)comorespuestaa la acidificaciónde la mucosaantral.

La gastrinaprovocala máximasecreciónde ácido gástrico cuandoocupa sus

receptoressituadosen lascélulasoxinticas.La calecistoquininaseunea los receptarescon

menosafinidad que la gastrina;pero si estánpresentesgrandescantidadesde aquella

desplazaráa estaúltima. En estecasola secreciónresultantees menorque la máxima

(Harrison, 1991).

En la célulaoxínticade la mucosagástricaexistenreceptoresparalos secretagogos

gastrina,acetilcolinae histamina.Los tresson requeridosparaestimularla secreción.

Tambiénexistenreceptoresparala secretina,quetiene efectoinhibitorio (Strombecky

Guilford, 1991).
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Aunquevaríanen potencia,todaslas formasde gastnnadesdeel tetrapéptidoal

heptadecapéptidosonplenosinductoresde la secrecióngástrica.La pentagastrinatiene

considerablementemayoractividad.

El heptadecapéptidode gastrinatiene unavida mediade tresminutos.El mayor

péptidode gastrina(biggastrina),denueve.OtrosautoresseñalanunavidamediaparaO-

17 de 6 minutosy para0-34de 40 (Kaplany Pesce,1986).

Hay factoresqueinhibenla secreciónde gastrina,comoson: la acidificacióndel

antropilórico, atropina,calcitonina,hiperglucemia,glucagón,secretina,somatostatinay

el VII’ (Bauer,1986;Fernández-Tresguerres,1989).

A pH 5.5, el índicede liberaciónde gastrmnaestresvecesmayorqueapH 2.5. El

efecto inhibidor del ácido proporciona un mecanismo de retrocontrol para la

autorregulacióndela liberaciónde gastrina(Kaplany Pesce,1986).

La reduccióndel pH intragástricoa 3.0 produceuna inhibición parcial de la

liberaciónde gastrina;mayoresreduccionesdel pH a 1.5 bloqueanpor completosu

liberaciónNoseconoceen detalleestemecanismodecontrol,aunquesehan propuesto

como mediadoreslas neuronasintramuralescolinérgicasy no colinérgicas(Harrison,

1991).

Pareceserquela somatostatinadesempeñaun importantepapelen la inhibiciónde

la liberaciónde gastrinacomorespuestaala presenciade ácido enla luz gástrica,porun

lado,por los efectoslocalesde las célulasD sobrelas O (paracrinas)y por otro, através

de unainhibición directade la secreciónde lascélulasparietales.Pareceser,además,que

deprimela expresióndel gen gastrinaen las célulasproductoras(Karnik y cols. 1989;

Vano y cols. 1990).

Lafamiliagastrmna-colecistoquininacontieneotro miembro,denominadocerulina,
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que no seencuentraen mamiferospero sí en la piel de la rana comoun decapéptido

(DeGroot,1990).

La colecistoquinina(CCK) seencuentraen vertebradosinferiores y puedeser

consideradaun ancestrode gastrinaentérminosevolutivos(Harrison,1991).

Moléculade colecistoquininaC-33

O Lys-Ala-Fro-Ser-GIy-Arg-VaI-Ser-Met-fle-Lys-Asn-Leu-Glu-Ser-Leu-Asp-Pro-Ser-

EIis-Arg-Ile-Ser-Asp-Arg-Asp-Tyr-Met-GIy-Trp-Met-Asp-Pbe-NH1

La colecistoquininasehalla en el cerebroy en las célulasK de la mucosadel

intestinodelgado,las cualescorrespondena las células1 previamenteidentificadasconel

microscopio electrónico (Kaplan y Pesce,1986). Estimula la secreciónde enzimas

pancreáticosy la contracciónde la vesículabiliar (Brent, 1986). En el peno,la máxima

concentraciónseencuentraenyeyuno,con cantidadesconsiderablesen ileon y duodeno

(Ettinger,1989).

A partir del intestinodel cerdo se aislaron primeramenteCCK 33 y CCK 39,

posteriormenteseaislóCCK 8 en el cerebrode cordero.En estosaislamientosinfluyen

tanto la especificidaddel anticuerpocomo los métodosde extracción empleados:

extracciónácidao conaguaa ebullición respectivamente(Kaplany Pesce,1986).

Lagastrinaesla mitadde potentequela colecistaquininaen la estimulaciónde la

secrecióndeenzimaspancreáticos(Brent, 1986).

SegúnPontery Duvaux-Ponter(1993),seestimaque en el hombreel duodeno

contieneaproximadamentetantacantidadde gastrinacomoel antro,mientrasqueen el

perroel duodenocontienesoloel 2% de la cantidadpresenteen la mucosaant-al.
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Tres tipos de receptoresestimulanpor interacciónquímicala secreciónde ácido

clorhídricopor las célulasparietalesu oxinticas. Fig. 1. Sonlos receptoresparagastrmna,

histaminay acetil-colina,todosellos son necesariosparaunaestimulaciónóptimade la

secreción(Strombecky Guilford, 1991).(F¡g.1).

Lascélulasparietalescomponenuno delos cinco tipos decélulasde las glándulas

del cuerpodel estómago:células mucosasdel istmo, a,dnticas,mucosasdel cuello,

cimogánicasy argirótilas(Junquciray Carneiro,1974).

Lascélulasparietalesu oxínticassonredondeadaso piramidalesconun citoplasma

intensamenteeosinófilo.Enel hombreseencuentrancomoembutidasentrela basede las

otras células de las glándulas. A microscopia electrónica presentanun surco

intracitoplásmicoprofundoy abundantepresenciade mitocondrias(Junquciray Cameiro,

1974).Estascélulassonresponsablesde la producciónde ácidoclorhídrico, clorurode

potasioy vestigiosdeotroselectrolitos.

CELULA
OZINTICA

5ECHE?

GAB?RDiA SECEXOION
AOETIL-OOLIZU. —~ DE
HISTMAD<Á CLORSIDRICO

F±g. 1. Zaquana de célula parietal mostrando receptores
para los secretagogos gastrina, acetilcolina e histamina.
También se muestra receptor para el inhibidor eecratina
<modificado de Strombecky Guilford, 1991).
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Se hademostradoque el ácidosecretadoseoriginade los clorurospresentesen la

sangrey protones<H 9 resultantesde la acciónde unaenzima- la anhidrasacarbónica-

localizadaen estacélula.

Estaenzima actúa sobreel CO2 presente,produciendoácidocarbónico que, a su

vez, sedisociaen bicarbonatoyenun protón(Harrison,1991).

Ambos, el protóny el ión cloro, sontransportadosactivamentea través de las

células,en cuantoqueel aguapasaporellaspasivamenteafavorde un gradienteosmótico.

El ión bicarbonatoregresaala sangre.Esteprocesoesel responsablede la elevacióndel

pH sanguíneoduranteel periododela digestión(ondaalcalinaXHarrison,1991).

La abundanciade mitocondriaspresentesen las célulasparietalesindicaque el

procesorequieremuchaenergía.Dehecho,estetipocelularpresentaunaaltísimaactividad

de la enzimasuccinodeshidrogenasa,quela caracterizacomounade lascélulasde másalto

metabolismodel organismo.

La gastrinaactúasobresu propioreceptor,pero no puedeestimular la célulaa

secretar,a menosque, la histaminay acetilcolinaesténdisponiblespara ligarsea sus

propioslugaresal mismo tiempo. Estereceptorha sidopuestode manifiestoen la rata

medianteel empleodeantagonista(Douglasy cols. 1990).

La histaminaocupalos lugaresde los receptoresH2, que sondiferentesde los Hl,

los cualesson bloqueadospor antihistamínicos.Análogosa la histaminacimetidinay

ranitidínapuedenligarsea los lugaresde los receptoresH2 dela célulaoxíntica,peroson

incapacesde estñnularla producciónde ácido.Estosfármacospuedeninhibir la respuesta

secretoraa gastrina,comida,colinérgicoseinsulina.

La histaminaestimulala secreciónácidadelestómagoaumentandola actividaddel

monofosfatocíclico deadenosina(AMP) en lascélulasparietales,con lo queseactiva la
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proteínacinasadependientedel AMP.

La gastrinay los agentescolinérgicos,que no estimulanla producciónde AIVIP

cíclico, promuevenla secreciónácidaaumentandoel calcio en el citosol de la célula

parietal(Harrison, 1991).

La histaminaestápresenteen altaconcentraciónen la ~nucosagástrica;el origen

de la histaminaen el perropareceestaren célulassemejantesalas cebadaslocalizadasen

la láminapropiaadyacentea lascélulasparietalessecretorasde ácido. El mecanismopara

la produccióny liberaciónde histaminaen este lugarpermanecedesconocido(Shaw,

1988).

La célulaoxínticatienetambiénreceptoresparasecretina,la cualesun inhibidor

de la secreciónácida.Las prostaglandinastienenun efectodirectosobrela célulay reduce

la secreciónpor inhibición de la formaciónde AMP cíclico. La atropinapuedebloquear

estosreceptoresinhibiendola respuestaa gastrinaehistamina.

NUct~O VÁ~L ~
flSCOIA1.~0I?O

hg. 2. - ragusa del mecanismode control nervioso
.>‘ endocrino de la secreción gástrica de ácido y
pepainóqeno. Fase cefálica, gástrica e intestinal.
(modificado de Strsbeck y Guilford, 1991).
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La secretinaes un polipéptido lineal de 27 aminoácidos relacionado

estructuralmenteconel glucagón.Es liberadapor las célulasS de la mucosadelintestino

delgadocomorespuestaa la acidificaciónde ésta(Harrison,1991).

En la fasecefálicade la digestión,la vista,el gusto,olfatoy el masticarel alimento,

estimula la fase inicial de la secrecióngástrica.Fig.2. Este reflejo de respuestaestá

mediatizadoporaltasáreascorticalesdel cerebro(Strombecky Guilford, 1991).

La inervaciónserealizaatravésdel nerviovago; susfibras terminalesactúansobre

las célulasG secretorasde gastrina,célulasoxínticasy las célulasprincipales(Miller y

cols. 1989).

La liberación de gastrinaestimuladavagalmentees un tanto resistentea la

inhibiciónconatropina.Estemecanismoneuralesel mayorestímuloparala secreciónde

pepsina,cantidadespequefiasdegastrmnay ácidoclorbidrico (Strombecky Guilford, 1991).

La reducciónde la respuestade las célulasoxinticasporvagotomíaa gastrmnae

histamina,no refleja unadisminuciónde la poblacióndeestetipo de células,dosismayores

deestimulantespuedenproducirunarespuestamáximasimilara la de perrosintactos.

Losmásimportantesdeterminantesde la secrecióngástricasonlosacontecimientos

queocurrenen el estómago.El principal factor de la fasegástricade la digestiónesla

liberaciónde gastrina,la cualesestimuladaporsustanciasquímicasy pordistensiónde la

mucosadel estómago(Debasy cols.1975).

La presenciade alimentoenel intestino(faseintestinalde la digestión)estimulala

secrecióndeácido en el estómago.Estoesdebidoa la distensiónde la paredintestinaly

ala presenciade aminoácidosy péptidos.La respuestaesmediadapor un agentehumoral

llamadoenteroxintina.
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Porotro lado,recientesestudiosparecenconfirmarla influenciade determinadas

bacterias(Helicobaaerpylori) sobre la secrecióngástricaanormal (Lan¡ers, 1992),

concentracionesdegastrinay el desarrollode úlcerapépticaen el hombre(Grahamy cols.

1993; Mossiy cols. 1993;Mulhollandy cols. 1993;Queltozy cols. 1993).

Tambiénesliberadala colecistoquininay puestoqueesun inhibidor competitivo

de la gastrmna,pertenecientea la mismafamilia, y un débil inductorde la secreciónácida,

la respuestagástricaesmenor(Strombecky Guilford, 1991).

En general, los reflejos que proceden de la parte más anterior del tracto

gastrointestinalsoninhibitorios. Estemecanismopuedeserneuraly humoral.

El únicoreflejo new-al esun reflejobulbofundicoquees estimuladopor el ácido

enel duodeno.La presenciade ácido en el duodenoreducela secrecióndeácidopor el

estómago.Los agenteshumoralesquesonliberadospor la mucosaintestinale inhibenla

secrecióngástricapertenecenala familia dela seaetina.

En la hiperpiasiade las células productorasde gastrinaprácticamenteno se

observancambiosen la respuestaséricade gastrinatras la inyecciónde secretina.Sin

embargo,trasunacomidade pruebael aumentoes llamativo:mayordel 200%(Harrison,

1991).

La familia de la secretinaincluye el polipéptido inhibitorio gastrointestinal,el

péptidointestinalvasoactivo,el enteroglucagóny la urogastrona.Todosellosinhibentanto

la secreciónde ácidoclorhídricocomode pepsinógeno,exceptola secretinaqueestimula

la secreciónde esteúltimo.

Pareceexistir, además,un control hipofisario,dadoque la hipofisectomíacausa

atrofiade la mucosagastroduodenaly reducción,por tanto,de la poblaciónde célulasO.

Estaacciónpodria estarmediadapor la función tiroidea,ya que el hipotiroidismose
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acompafiade hiposecrecióndegastrina,mientrasque los nivelesde hormonaaumentanen

el hipertiroidismo.Determinadassustanciaspuedensuprimirla liberaciónde gastrinaantral

en el peno(Lau y cols. 1990).

En el hombre la secreciónde gastrina aumentacon la edad (Todd-Sanford-

Davidsohn,1984). Tambiénseincrementaa lo largodel embarazo,llegandoa un máximo

en el parto.Seha observadoun ritmo circadiano en la secreciónde la hormona;losniveles

másaltossesituanentrelas 20 y las 24 horas,y los másbajosal final de la noche. En

situacionesde ayunola gastrinapierdesuritmo secretor.La multiplicacióncelularen el

aparatodigestivotienetambiénun ritmo circadianoy parecequela ritmicidad secretora

de la gastrinaestáimplicadaen estefenómeno,estimulando¡a proliferacióny división

celular(Fernández’-Tresguerres.1989).

La grasaen el intestinocausainhibición de la secrecióngástricaporun mediador

humoral,al cual seha denominadoenterogastrona.La presenciade grasaen el intestino

tambiéninhibe la liberacióndegastrina(Strombecky Guilford, 1991).

Recientesestudiosindican que la inhibición de la secreciónácidagástricapor

perfusión experimentaldel colon con un ácido graso(ác. oléico), no esdebidaa una

inhibición de la liberaciónde gastrina(Hashimotoy cois. 1991).

El péptido liberadorde gastrmna(GRP) esun péptido lineal que contiene27

aminoácidosy estárelacionadoti.mcionaly estructuralmenteconbombesina(aisladade la

piel de ranas:Bombmnabombinay Bombinavaríegata).El GPR ha sido aisladode la

mucosaintestinaldel cerdo.

En ambassustanciaslos 10 aminoácidosdel extremocarboxilico son idénticos,

salvola sustituciónde histidina(GPR>por glutamina(bombesina)enla posición8.

Se ha detectadoalta inmunoreactividadsemejantea bombesinaen cerebrode
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mamíferos(hipotálamo).NerviosconteniendoGRP estánpresentesa lo largodetodo el

tracto intestinaly en pulmónfetal, así comoen ciertoscarcinomaspulmonareshumanos

(De Groot, 1989).

De unaamplia resecciónde intestino delgado resultahipersecreciónde ácido

gástrico.Sehapostuladoqueun inhibidor dela liberacióndegastrinaseriaactivado,ó que

unafunción importantedel intestinoes retirary degradarla gastrina(Catramboney cois,

1980).

LascélulasO de la mucosaantralcontienensomatostatina(Jubby cols. 1993)y

presentanunasprolongacionescitoplásmicasqueseextiendenentrelas célulasvecinas

productorasde gastrina.La somatostatinainhibe la liberaciónde gastrinaporsusefectos

locales(paracrinos)sobrelas célulasproductoras.

En la porción del estómagodonde se secreta ácido, las prolongaciones

citoplásmicasde las célulasD semantienenen íntimo contactoconlas célulasparietales

y otrostipos celulares(Harrison,1991).

2.1.3.ACCIONES DE LA GASTRINA.

Dentro de las hormonasreguladorasde la función gastrointestinal,la gastrina

(familia de la colecistoquinina)perteneceal gupode los péptidascirculantes(tabla1) y

tieneunamoléculabásicade 17 aminoácidosfrentealos 33 de la colecistoquinina.Los (>5

terminalesson idénticosen ambashormonas(DeGroot,1989).

La gastrinaesla mitad de potenteque la colecistoquininaen la secrecióndc

enzimaspancreáticosen el peno,siendoesteefectomásactivo en el perro que en el

hombre(Pontery Duvaux-Ponter,1993).

La gastrinaestimulala secreciónde electrolítos,aguay enzimasen el estómago,

páncreas,hígadoe intestinodelgado(Brent, 1986)
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Tiene acciónestimulantesobre el músculoliso: porción inferior del esófago,

estómago,intestinodelgado,colony vejigade la orina(Bauer, 1986).

HORMONAS

CIRCULANTES

PÉPTIDOS

PARACRINOS PERIFÉRICOS

Gastrina Somatostatina Somatostatina

Polipéptidopancreático SustanciaP SustanciaP

Secretina Péptidointestinal

vasoactivo

Péptidointestinal

vasoactivo

Colecisto uinina Bombesina

Motilina Encefalina

Péptidoinhibitorio

gástnco

Neurotensina

Enteroglucagón

Tabla.lrP¿pddos hormonales ckzsffkados por su modo deacdón (Smith y Price, ¡991).

Produceefectoinhibitorio sobreel músculoestriado:esfinterpilórico, ileocecal,

deOddi (Bauer,1986;Brent, 1986;DeGroot,1989).

Acción estimulantedel crecimientode la mucosagástrica(Kaplan, 1986;Ponter

y Duvaux-Ponter,1993).

Provocaincrementodel flujo sanguineoenintestinodelgadoy páncreas(DeGroot,

1989).

Pero su principal acción fisiológica es, como ya se ha indicado, estimular la

secreciónácidagástrica.Esteefectose lleva a cabopor tresmecanismos(Fernández-
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Tresguerres,1989):

-Estimulodirectode las célulasparietales.

-Estimulode la liberaciónde histamina.

-Potenciaciónde la acciónde la histamina.

Además,la gastrinaesun potenteagentetrófico de la mucosagastrointestinaly del

páncreas(Brent, 1986),acciónquellevaacabomedianteel estímulode la síntesisde DNA

y RNA, involucradosen el crecimientotisular. Evita la atrofiaqueapareceen la ratatras

la hipofisectomía(Femández-Tresguerres,1989).

Los individuosquepadecentumoressecretoresde gastrina,presentanhipertrotia

e hiperpíasiade la mucosagastrointestinal.Tambiénparecetenerestahormonaun papel

en la maduracióndeltractodigestivo.

La gastrinaestimulala secreciónde pepsinaeincrementael flujo sanguíneoen la

mucosagástrica.Esto producemayor secreciónde aguay electrolitosen el estómago,

páncreasehigado.Estosefectossepotencianporacciónde la histamina.

La gastrinapareceawnentarla presióndel esfinteresofágicoinferior en dosis

suprafisiológicas.También lentifica la evacuacióngástrica,a pesarde aumentar la

frecuenciay la fuerza de las contraccionesa nivel del estómagoproximal (Fernández-

Tresguerres,1989).

La gastrinareducela absorciónde agua,K4 y Na4a nivel de yeyunoy provocala

liberacióndetirocalcitoninamedianteadministraciónexógenaen dosissuprafisiológicas.

Asimismo,parecedesempeflarunafunciónen la liberaciónde insulinaen respuestaa una

cargaglucídica.
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2.1.4.ELIMINACIÓN.

Se creeque la gastrinasecatabolizay elimina en un 40% por los riñonespor

actividadpeptidásica(Bauer,1986. Kaplany Pesce,1986). Tambiénel intestinodelgado

juegaun papelenel metabolismo(Catramboney cols. 1980;Bauer, 1986).

El duodenopuedeser el lugar más importanteen el control inhibitorio de la

secreciónáciday liberaciónde gastrinaendógenaen el peno(Parekhy cols. 1988).

El higadosoloeliminafragmentosde la moléculade gastrinade la circulación.Este

órgano es consideradoel más importanteen la eliminación de hormonasendocrinas

intestinalesdela circulaciónportal;perotanto la colecistoquininacomola gastrinaintacta

no son catabolizadasporel hígado.Si estavísceraeliminarala hormonaantesde alcanzar

los órganos diana todos sus efectosse perderían(Strombecky Guilford, 1991). No

obstante,los fragmentosCOOH terminalesmás pequeñosde la gastrina, como el

pentapéptido,puedensercasicompletamentedepuradosporel hígadoenun solopasopor

estavíscera.

Se ha sugeridoque existeun sistemaportal entreel antroy el fundusdelestómago

que transportaríadirectamentela gastrinaa sus lugaresde acción. Aunque dada la

proximidadde las célulasO mitralesalas oxínticasde la paredpuedeexistir unaacción

directasobreestasúltimasal quedarla gastrinaliberadaen la luzdel estómago.El pulmón

y el lechovascularparecensersitios de inactivación(Fernández-Tresguerres,1989).

Es posiblequela gastrinaseadegradadaporproteasasen el endoteliovasculary

retiradadel organismoen múltipleslugares(Strunzy cols. 1978).

2.1.5.VALORES NORMALES DE GASTRINA EN SUERO.

Los valoresnormalesde concentracionesséricasde gastrinaenayunasvariansegún

los distintoslaboratorios.Lasvariacionesde la especificidadde los anticuerposy de la

potencia de las diferentespreparacionesestandarpuedenser responsablesde estas
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diferencas

Además, las proteínas séricas determinan una inhibición específica del

radioinmunoanálisisparala gastrina,quevaríasegúnel antisuero.

La 0-17 tiene cinco vecesmayor potenciaendógena(concentraciónsanguínea

requeridaparalograrunavelocidadde secreciónácidadeterminada)que0-34, tantoenel

penocomoenel hombre(Kaplany Pesce,1986). Es probablequela 0-17representecasi

todala gastrinacirculantebiológicamenteactivadespuésde unacomidanormal.

Los análisisconfiltración porgelesindicanqueel incrementoséricopostprandial

es casienteramenteel resultadodel aumentode 0-17y 0-34. La concentraciónmáxima

de 0-17puededetectarsea los 20 minutosde la ingestiónde comida,la concentraciónpico

de0-34seobservadespuésde 45-60 minutos(Kaplany Pesce,1986).

Engeneral,enindividuoshumanosnormales,los nivelesenayunasde gastrinaen

plasmaestáninversamenterelacionadosconla velocidadde secreóióngástricade ácido

(Todd-Sanford,1984).

Los valoresestablecidosenel hombreconel mismosistemade detecciónempleado

en nuestrotrabajofue de 68.5pg/ml, en un grupocontrol de 75 individuosconsiderados

normales(Cisbiointernacional,1990).

BectonDickinson(1991),en sukit degastrina,establecepara135 voluntariossanos

(61 mujeresy 74 hombres)unvalormediode49.6pg/ml. conunrangode 25-111pg/ml.

Estosvaloressedistribuíannormalmentedespuésde unatransformaciónlogarítmica.

Happé y cols. (1980) en un estudio sobre 17 perros clínicamente normales

obtuvieronunaconcentraciónmediade gastrinaen suerode 70.9pg/ml. Drazner(1981)

en un perroen ayunasobtuvounatasade 39 pglml. Los valoresnormalesusualesen el
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hombresoninferioresa 25 pmol/litro 6 50 pg’ml (equivalentesde0-17 humana)según

Kaplany Pesce(1986).

La gastrina1 humanasintéticapresentavariabilidadsegúnlos lotes,la porcinaes

másestable(Accaryy Bonflís, 1973). [Esdificil fijar un valornormalde gastrinemia.Los

resultadosobtenidosvarian de unosautoresa otros, inclusode unostrabajosa otros del

mismoautor.

Laelecciónde la hormonautilizadacomoestandarjuegaun importantepapel,una

bajade la reactividadinmunológicadela hormonaestandarimplica tasasplasmáticasmás

elevadas.

Algunoscambiosen la degradaciónde lagastrinapuedenno serdetectadosporRIAL

(Lewin y Willie, 1977). Sin embargo,la inmunidadcruzadacon colecistoquinina-

pancreozimina(CCK-PZ), queportanigualmenteel tetrapéptidoterminal:TRY-MET-ASP-

PHE-NH2,no pareceserun factorde error(Accaryy Bonfxls, 1973).

Pareceprobableque0-17representecasi todala gastrinacirculantebiológicamente

activapresentedespuésde unacomidanormal(Kaplan, 1986).

En el hombre,la tasade gastrmnaaumentaconla edad(individuos entre60 y 79

altos másde tresvecessuperioresa los de 20-39 años)(Accary y Bonflís, 1973). Sin

embargo,paraotrosautores,estosincrementosseríanpequeños(Todd-Sanford,1984). Se

observanvariacionescircadianas(Fernández-Tresguerres,1989),aunqueestehechohasido

discutidopor diversosautores(Accaryy Bonfils, 1973). Tambiénaumentaduranteel

embarazoy no haydatosobjetivossobrela influenciadel sexo.

Enel hombre,el pico máximoen el incrementode gastrinaséricatotal sealcanza

aproximadamenteentrelos 30 y 60 minutostrasla ingestióndealimentoy luegodeclina

hacialosvaloresbasalesenel cursode 1 a 2 horas(Kaplany Pesce,1986).
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Losanálisispor filtración congelesindicanqueel incrementoséricopostprandial

escasi enteramenteel resultadodel aumentode 0-17y 0-34. La concentraciónmáxima

de 0-17 puededetectarsea los 20 minutosde la ingestiónde comida, mientrasque la

concentraciónpico de0-34seobservadespuésde 45 a60 minutos(Kaplany Pesce,1986).

En el perro,losnivelesdegastrinaséricaseincrementanhastaun picode 160 pg/ml

despuésde comer(Brent, 1986).

Sin embargo,un estudio sobre un lote de diez perros sitúa la media de

concentracióndegastrinaplasmáticaen 146.3 + 16.6pg/ml (Foxy cols. 1990).

En otro trabajosobredocepenosnormales,los valoresenayunaseraninferiores

a 100 pg/ml y el valor máximopostprandialinferior a200 pg/ml, quese alcanzabaentre

los 15 y 30 minutostrasla ingesta(Gabberty cols. 1984).

Sehansefialado(Strombecky Guilford, 1991)valoresen ayunasenel perroentre

23 y 190 pg/mí,conunosincrementosdespuésde la comidade 20 a70 pglml.

Zhangy cols. (1990),determinandolas concentracionesde gastrinaen sueroen

pacientescon úlceraduodenalobservaronqueeranmuy inferioresa los niveles que

aparecianenel jugogástricoy las desviacionesestándareranaltas.

2.1.6.VALORES PATOLÓGICOS.

Un aumentomuy marcadode gastrinainmunoreactivaen suero apareceen el

síndromede Zollinger Ellison, provocadopor la existenciade un tumor secretorde

gastrina,convaloressuperioresa 1006 pg’mI (Drazner,1981;Happéy cols. 1980; Kaplan

y Pesce,1986; Harrison,1991).

Se hancomunicadoconcentracionesde gastrinade hasta2.780 pglml. en dicho

síndrome (Shaw, 1988). La localización más frecuentedel tumor -gastrinoma-es
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pancreática,aunquetambiénpuede localizarseen estómagoy duodenoy en muy raras

ocasionesfuera deltractogastrointestinal(Smith y cols,1991;Hirai y cols, 1993).

Valores de 200 a 400 pg’ml puedenapareceren la gastritis crónica, gastritis

atrófica, anemiaperniciosa,fallo renalcrónico, antagonistasH2, síndromede intestino

cortoy vagotomía(Strombecky Guilford, 1991).

En un estudioexperimentalenperrosen los quesehabíapracticadounaresección

de duodenoproxinial, seobservóun aumentode la tasade gastrina(Catramboney cols.

1980).

En el perro se hanseñaladoelevacionesde gastrinaséricaen asociacióncon

aclorhidria(Strombecky Guilford, 1991).

Fox y col. (1990), ha observadouna disminución en los niveles de gastrina

plasmáticaen perroscontumoresde célulascebadas(mastocitomas),aunqueno encuentra

relaciónsignificativaentrela concentraciónde la hormonay los diferentesestadiosclínicos

de la enfermedad.Empleaun lote dediezperrosnormalescomogrupocontroly concluye

quela concentracióndehistaminaplasmáticapuedeserempleadocomoun parámetropara

evaluarlarespuestaal tratamiento.

En el hombre,los nivelesde gastrmnaséricaenpacientesconcarcinomade antro

no difierendela poblacióncontrol. Sin embargoenlos pacientesconcarcinomade cuerpo

de estómagoy de la conjuncióncuerpo-antro,la elevaciónde gastrinaerasignificativa

(McGuigany Trudeau,1973).

Enla hiperpíasiadecélulasO y en laartritis reuniatoidesehanseflaladoaumentos

de los nivelesde gastrina(Walsh,1975; Smithy Price,1991).

Ciertosfactoresagresivospuedensercapacesde liberarhormonasdigestivascomo
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sehaobservadoenel camero,enel cualla frecuenteinfestacióndel cuajarpor Ostertagía

eírcumcinctaescausade hipergastrinemia(BeIl, 1978).

En el hombreseha comprobadoen los últimos añosquemuchospacientescon

gastrinomaposeenniveles de gastrinaque se superponencon los valores límite de

individuosnormalesy de personascon úlcerapéptica(Kaplany Pesce,1986).

Se hanestablecidopor ello, unaspruebasfuncionalesde estimulaciónparael

diagnósticodiferencialdelgastrinoma.Lasmásempleadasson: comidade pruebaestándar,

pruebade la secretinay la estimulacióncon calcio.

Mientras la secreciónde gastrinano sealteranormalmentetras la ingestiónde

comidaen pacientescongastrinoma,silo hacede manerapronunciadatrasla inyección

iv. de secretinaen la mayoríade estospacientes,al contrarioqueenindividuosnormales

(Willard y cols. 1993).

Después de una infusión de calcio, el nivel sérico de gastrina aumenta

considerablementeenpacientescongastrinoma(Willard y cols. 1993). Aunqueel calcio

puedeprovocarelevaciónde gastrmnaséricaen personasnormalesy pacientesconúlcera

duodenal,estasrespuestasnormalmentesonmuchomenoresquelas detectadasen el curso

del tumor(Kaplany Pesco,1986).

2.1.7.BASESANATOMOTOPOGRÁFICAS Y FUNCIONALES.

El aparatodigestivo del perro es el típico de un mamíferocarnívoroy está

constituidopor el tubo digestivoy las glándulasanejas,los cualesconjuntamenteejercen

la funcióndigestiva.

El tubo digestivoestáformadopor la boca,faringe, esófago,estómago,intestino

delgado(duodeno,consussegmentasdescendentey ascendente,yeyunoproximal y distal

e íleon proximaly distal),válvula ileocecal,válvula cecocólica,ciego, intestinogrueso
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(colon proximal-ascendentey transverso-y distal o descendente),rectoy ano.

Lasglándulasanejas,aquellasquedesarrollanactividadesdirectamentevinculadas

con las funcionesdigestivas,son las salivares(parótida,mandibular,sublingual,zigomática

y glándulassalivaresmenores),hígadoy páncreas.

El estómagodel penono presentaregión esofágica(no glandular), la porción

cardial es muy pequeñay estáadyacentea la mucosaesofágica,la regiónfúndicaocupa

aproximadamentela mitaddel estómagoy sehalla divididaen doszonas:unazonaclara,

en la que la mucosaesdelgaday solamentehaypresentealgunascélulasparietales,y una

zonaoscuraadyacentea la regiónpilórica,quetieneunagruesamucosa,profundascriptas

gástricasy glándulasfúndicastípicas. El restodel estómagocorrespondea la región

pilórica.

La región pilóricadel estómagopresentacriptasmuy profundasen las cualesse

abrenglándulasrelativamentecortassituadasen la láminapropiade la mucosagástrica.

Estasglándulas constande células mucosasde citoplasmapálido entre las que se

encuentranlascélulasendocrinas,principalmenteO (gastrina)y D (somatostatina)(Jubbs

ycols. 1993).

Lapareddeltubo digestivoestáformadapordiferentescapas.De fueraa dentrose

distinguela túnicaserosa,de escasoespesor,cubrela superficieexteriordel órganoy está

formadaporunadelgadacapaconectivayel mesotelioquela recubre.La túnica muscular

presentados capas,unaexterna,de fibras longitudinalesy otra internade disposición

circular. La capasubmucosaconnumerososvasossanguíneosy la túnicamucosaconuna

finacapamuscular,la muscularde la mucosa,queenvíahacesdelgadosde fibrashaciael

epitelioy queseintercalanentrelas glándulas.En la mucosasedistinguela zonaglandula~

la zonade las fosetaso criptasy el epiteliocilíndrico simplederevestimiento.

Las glándulaspilóricascontienencélulasde tipo mucosoconnúcleoaplanadoy
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basal y citoplasmarosa pálido, que junto con las glándulas cardiales refuerzanla

producciónde mucusde las célulasmucíparassuperficiales.La mucosapilórica delperro

no contienezimógenopero secretapepsinógenoy mucina(Krausey cols. 1977). El otro

tipo celularcorrespondeacélulasendocrinasproductorasde gastrina(Dellmann,1971; Di

Fiare, 1986).

La mucosade la región fúndicagástricapresentadiferentestipos celularesque

puedenponersede manifiestoporsuscaracterísticastintoriales.Lascélulasmucosasdel

cuello son suavementeacidófilas. En el cuerpo, las célulasprincipales,adelomorfaso

cimogénicasson basófilas y las células de revestimientoo accesoriasfuertemente

acidótilas.Lascélulasparietaleso delomorfasdel fondo sonintensamenteacidófilas(Di

Fiare, 1986).

Los núcleosde las célulasglandularespilóricassesitúanen la basede las células

endisposiciónhorizontal.En la profundidadde las fosetaspilóricasy tubulosglandulares

próximosadoptandisposiciónvertical(Di Fiore, 1986).

Lasglándulaspilóricasestánmuy ramificadas,seagrupanenpaquetesdetamaño

aproximadamenteigual, medianteramificacionesde la muscularde la mucosaque

asciendenhastael epitelio. En los carnívorosexisteun estratosubglandularformadopor

tejido conectivocompactomuy resistente.

Hemoscomprobadoquela longitudtotal del intestinode un perrode talla media,

medidadesdeel esfinterpilórico hastael ano,esde2.60 metros,esdecir,sensiblemente

menorala indicadaporalgunosautores,queseflalanparael intestinodelgadodel penouna

longitud mediadeunoscuatrometros,siendoel duodenola porciónmáscorta(25 cm), y

el yeyuno la máslarga(hasta8 asasde intestino)(Sisson,1973).

Despuésde la muertey el cesede las contraccionesperistálticas,el intestino

incrementasulongituddebidoala pérdidadel tono muscular(Miller, 1979).
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En el duodenose encuentranlas glándulasde Lieberkiihn, mássuperficialesy

fuertementeteñidas,y las de Brúnner,másnumerosasy suavementeacidófilas.En los

fondos de las glándulasde Lieberkuhn se sitúan unascélulas serocimogénicascon

citoplasmarepletode gránulosacidófilosy núcleobasal,denominadascélulasde Paneth.

Estascélulasno estánpresentesen los carnívorosni enel cerdo(Grauy Walter, 1975).

Las células argentafines,argirófilas,cromoargentafineso enterocromafinesse

encuentrandistribuidasjunto a las anterioresy a lo largo de todo el tubo digestivo.

Presentangranulacionescitoplasmáticascon granafinidadpor las salesdeplatay cromo.

Son las denominadascélulasbasigranulosasde Kultschitzky, sus núcleosno estántan

desplazadoshaciala basey seha demostradoque contienenserotonina(Di Fiore, 1986).

Lascélulasenterocromafinesno seencuentranen los carnívoros(Grauy Walter, 1975).

La coloracióndeplatarevelaestascélulasy las fibrasde reticulinao argirófilas

existentesen la láminapropia.

En la submucosade la porción inicial del duodenoexistenunosacúmulosde

glándulastubularesramificadasy enrolladasdenominadasglándulasduodenaleso de

Brúnner.Suscélulassondetipo mucosoy

producenen el hombreunaglucoproteinaneutra.Suproductode secreciónesalcalinoy

parecequesu flmción esprotegera la mucosaduodenalde la acidez(Junqueira,1987). En

el perro existenglándulasduodenalessoloen la inmediataproximidaddel píloro (bulbo

duodenal)(Dellmann,1980>,

El conductopancreáticomenor y el conductobiliar (que nos ha servido de

referencia)seabrenen el duodenoa unos5-8cms. del píloro, dependiendode individuos

y razas,y el conductopancreáticomayora unos2,5-5 cms. másatrás(Sisson,1973).

No obstante,en el perrosehandescritocinco posibilidadesdiferentesen lo que

respectaal origen, trayectoy desembocaduradel sistemade conductospancreáticos
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(Dellmann,1980).

El intestinogruesotieneunalongitud de 60 a 75 cms.yel ciegode unos15 (Sisson,

1973). Lasmedidasdelciegoefectuadaspornosotrosen el PastorAlemánrondanlos 10

cms.(desbridandoel segmento)y seencuentraa unadistanciade 2.25 m. del esfinter

pilórico. En el perro el ciego secomunicacon un divertículo con la porción inicial de

colon,no del 1 leon(Miller, 1979).
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3. MATERIAL Y MÉTODOS



1 II II

3.1. TÉCNICAS INMUNOCITOQUÍMICAS.

3.1.1.ANIMALES EMPLEADOS EN EL ESTUDIO.

Se utilizaron 17 penos -un tercio de los cuales eran hembras-sin patología

gastrointestinalprevia,conedadescomprendidasentreO y 17 añosy de las siguientesrazas:

- PastorAlemán (7)

- PastorBelga(2)

- GranDanés(2)

- Collie (1)

- Mastínde los Pirineos(1)

- mestizos(4)

3.1.2.METODOLOGíA DEL SACRIFICIO.

La eutanasiaserealizómedianteel empleode un barbitúrico de accióncorta,el

pentobarbitalsódico(Euta-Lender.Normon),al 20%en solucióninyectableadministrado

porvia intravenosa(venacefálica).La dosisfue de 10 ml parapenosde hasta15 kg y de

15 - 20 ml paraanimalesentre30 y 40 kilogramosde peso.

3.1.3.METODOLOGÍA DE LA NECROPSIA.

Las necropsiasse realizaronen el Centro Militar de Veterinaria según el

procedimientohabitual(Gázquez,1989),en la mayoriade loscasosinmediatamentetras

la eutanasiay siempredentrode las24 horassiguientes.

Colocadoel animalen decúbitosupinosepracticabaunaincisión desdela base

intennandibularhastala sínfisispélvica,levantandola piel de la mitadsuperiore inferior

del cuerpoy retirándolaaamboslados.

La aberturade la cavidadabdominalserealizópracticandoun cortepor la linea

blancadesdela apófisisdel esternónhastala regióndelperiné.Seguidamente,serealizaron
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doscortesretrocostalesdesdela apófisisxifoideshaciaamboslados.

Se practicóincisión en curvaturamayordel estómago,siguiendola insercióndel

omentomayor,atravésde la porciónpilórica,esfrnterpilórico y a lo largodel duodenoy

tramosposterioresde intestino.

Seevisceróel aparatodigestivomediantedoble ligaduraanivel del cardiasy del

rectoa la entradadela pelvis,seccionandoposteriormenteen direccióncaudaljunto con

e) mesenterioy páncreas.

Seobtuvieronmuestrasseriadasde los diversostramosintestinalestomandocomo

referenciael esfinterpilórico, midiendocuidadosamentela distanciadesdeesepuntoal de

las diferentesmuestras.

Laspiezasextraídasparaesteestudiocorrespondíanaestómagocompleto,duodeno

descendentey ascendente,páncreas,yeyunoproximal y distal, íleon proximaly distal y

colonproximaly descendente.Enalgúncasotambiénseobtuvieronmuestrasde mucosa

oral, glándulassalivaresprincipales,esófago,hígado,ciegoy recto.

Laspiezasanatómicasffieron procesadasparainmunohistoquimicaópticaa los 2 -

7 díasde la inclusiónenel fijador y en ocasionesal cabodc 20-30días,no aprecidndose

diferenciassignificativasen los resultados.

3.1.4MATERIAL PARA EL ESTUDIO IIISTOLÓGICO.
-Formol 3540%.Panreac.

-Formol neutrotaniponado.Bio-óptica.

-Sustitutivodel Xilol. Shandon.

-ParatinaHistoplast.560-570C.Shandon.

-ResmaHistoresin(Reicbert-Jung).

-Xileno. Panreac.

-Procesadordetejidospara inclusiónCitadel 1000(Shandon).
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-EstaciónformadoradebloquesHistocentre-2(Shandon).

-MicrotomoSC.IL. Ml (Shandon).

-MicroscopioNikon Optiphot de ópticaplana.

-DispositivoautomáticoparamicrofotografiaNikon HFX. Peliculasde diapositivas

KodaK Ektachromede lOO Asay Polaroidy negativosKonicaXGIOO y Agfa de

100 Asa.

3.1.5.MATERIAL PARA INMUNOCITOQUIMICA ÓPTICA.

-Portaobjetospretratados.Kreatech.

-Cassettesportamuestras.Shandon.

-Moldesparabloques.Shandon.

-Peróxidodehidrógenoal 30%. Probus.

-Metanolabsoluto.Normasolv.

-Etanolabsoluto.Panreac.

-Aguadestiladay desionizada

-FosfatoBuffer Salino(PBS) pH7.2).

PreparacióndePBS2x:

CINa 76.SOg.

PO4HNa2 7.24 g.

Si esPO4HNa2.2H20 9.07g.

Si esPO4HNa2.12H20 ... 18.20g.

PO4H2K 2.lOg

Agua c.s.p 5 litros.

Paraprepararel PBS añadirapartesigualesPBS2xy agua.
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3.1.5.a. Material para la técnica de estreptavid¡na-biotina-peroxidasa.

ReactivossuministradosporZymedLaboratoriesInc. 458 CarítonCourt, SouthSan

Francisco,CA 94080,distribuidopor ¡mico.

-Soluciónbloqueantede peroxidasaendógena.Unapartede aguaoxigenadaal 30%

y nuevepanesde metanolabsoluto.

-Soluciónde sueronormalde bloqueode unionesinespecificas.10%de suerono

inmunede cabra.

-Anticuerpoprimario (anti-gastrina).Anticuerpopoliclonal obtenidoen conejo,

diluido en PBSconteniendoBSA y 0.05%de azidade sodio(NaN3). El antisuero

seobtieneen conejosblancospor inoculacionesrepetidasde gastrina1 humana

sintéticaemulsionadaenun adyuvante.

-Anticuerposecundariobiotinilado(cabraanti-conejounidoabiotina)

-Enzimaconjugado.Peroxidasaconjugadaconestreptavidina.

-Sustratobuifer concentrado.

-Solucióncromógenaconcentrada.ABC en DMF.

-Peróxidode hidrógenoal 3%.

Unavezpreparadala mezclacromógenasedebeprotegerde la luz y emplearantes

deunahora.

-Soluciónde Hematoxilinaparatinciónde contraste.
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-SoluciónparamontajeacuosoGVA.

3.l.5.b. Material para la técnicade ¡omuno-oro coloidal-plata.

Reactivossuministradospor Fiocelí ResearchLaboratories.Cardiff Business

TechnologyCentre.SenghenyddRoad,CardiffCF2 4AY,UK.

Distribuidospor Imico.

-Conjugadodeorocoloidalde Snm.

-Solucióniniciadoradeplata.

-Soluciónreveladora.

-Soluciónbuifer parael conjugado.Tris apH 8.2 con01%BSA. Contiene:

2.42g. Tris Base.

1.3 g. Azidadesodio.

8.77g. CINa.

1 g. Albúminaséricabovina.

800 ml. ddH2O.

-SeroalbúminaBovina(BSA). SigmaChemicalCorp.

-Eosinasol. acuosa.Bio-Optica.

3.1.6.MATERIAL PARA INMUNOCITOQUfMICA ELECTRÓNICA.

3.l.&a Material para la técnicade inmuno-oro coloidaL

-Anillas decobrepararecogidade cortes.

-Rejillas de cobreo niquel circularesde 100, 150, 200 y 300 Mesh. (sección

cuadrada).Cubiertaso no conformvaral 0.25% en cloroformo.

-Vialeseppendorfparapolimerización.

-Glutaraldehído25%. Merck.

-Formaldehído3540%.Panreac.

-Paraformaklehido.polvo. Panreac.
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-Acido tánicoal 8%.

-ResmaUnicryl. British Bioceil International.

-ResmaepoxiAraldita(CY2 12).

-Albúminaséricabovina(BSA). SigmaChemicalCorp.

-Sueronormalde cabra(NGS).Zymed.

-Ac. 1~ (anti-gastrina).Zymed.

-Inmunoconjugadoconpartículasde oro de 15 mv. BioCel].

-SoluciónBuffet PBS.

-Tween20. Panreac.

-Cápsulasde gelatinaparainclusión.

-CámaraUV parapolimerizacion.

-Dos lámparas13V de 8w.

-Estufade polimerización.

-AgitadormagnéticoAgimatic. Selecta.

-Cuchillasde cristaly diamante.

-Cuchillasde vidrio con cubetas(‘balsas”)de flotación.

-UltramicrotomoLKB UltrotomeU 2088.

-MicroscopioelectrónicodetransmisiónZeissEMIOC. Resolución0,2-0,3nm.

Aumentos:30x a 500.OOOx.

-Sistemade fotografia:placasfotográficasde 6.5 x 9 cm. (Agfa, ScientiaFilm) y

películaAgfaortho25 y AgfapanAPX 25.

-Revelador“Rodinal Special” (Agfa>.

-Ampliadora“Meopta” (Mod. Magnifax4).

3.1.7. MATERIAL DIVERSO DE LABORATORIO.

-Pipetasgraduadas.

-PipetasPasteur.

-Cristalizador.

-Micropipetasde volumenvariableSocorex821.

-Puntasde pipeta.Daslab.
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-Estufasde incubación(37-601.Selecta

-Jarrasdevidrio verticales.

-Cubetasde tinción.

-Gradillasparaportaobjetos.

-Cámarahúmeda.

-Bailo termostáticoPrecisterm(Selecta).

-Cubetasparabaños.Labonord.

-Portaobjetos.Menzel-Glaser.

-Cubreobjetos.Hirschmann.

-Tubosde ensayo.

-Cubetasde tinción. Labonord.
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3.2. TÉCNICAS INMUNOCITOQU(MICAS PARA MICROSCOPIA ÓPTICA.

3.2.1. INTRODUCCIÓN.

En esteestudiosehanempleadodos técnicasinmunohistoquimicas.En la primera,

estreptavidina-biotina-peroxidasa(SBP),se realizaun marcajeindirecto(empleode Ac.

20 o puente),visualizándosela reacciónmedianteun enzimaqueactúasobreun sustrato

cromogeno.

La estreptavidinaesunaproteínaconpesomolecularde 60000daltonsaisladade

Strepomycesavidinlí. Tienecuatrosubunidadesidénticasdealtaafinidadparaunirsecon

unavariedadde moléculasmarcadassin afectaradversamentesusenlacescaracterísticos

conbiotina.

La biotina esunavitamina solubleen aguaquepuedeseracopíadaa diversas

proteínasy ácidosnucleicos.

Laestreptavidinano contieneel aminoácidotriptófanoni prácticamentearginina.

La avidina no contienealanina,ácido alfa-aminobutiriconi ácido glutémico (Chaiety

Wolf, 1964).

La segundatécnicaempleada,inmuno-orocoloidal-plata(IgGGS), utiliza una

inmunoglobulinaconjugadaconpartículasdeoroqueseunenal complejoAg-Ac primario.

Enestecaso,la señal,partículasde orode 15 nm., estápordebajodel límite deresolución

del microscopioóptico,por lo cualempleamosunasoluciónde plataquesedepositasobre

las panículasde oroaumentandola señalhastahacerlavisible.

Losdosenzimasmasempleadoseninmunohistologíasonla fosfatasaalcalina(AP)

de mucosadeterneray la peroxidasade la raízde rábano(POD).

La fosfatasaalcalinaseencuentraenaltasconcentracionesenla mucosaintestinal,
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placenta,riñón, hígado,pulmóny bazo. Subloqueose realizacon levamisole¡ mmol/¡

añadidoal sustrato.

Los isoenzimasintestinaly placentariopuedenserbloqueadospor tratamientode

lasseccionesantesde la tinción: incubaciónen ácidoacéticoal 20%durante15 minutos

aQe,ó ácidoperyódico2,3% durante5 minutosseguidode borohidratode potasio0,02%,

2 mm.

La peroxidasaseencuentraenleucocitos,hígado,bazo,útero,glándulaslagrimales,

mucosaintestinal,pulmón.Esposiblebloquearíapor incubaciónde las seccionesantesde

añadirel anticuerpoprimario, en unasoluciónde 1 partede H202al 30%y 9 partes de

metanolabsoluto.

Altos nivelesde peroxidasaendógenapuedeninterferir sustancialmentecon la

interpretaciónde la inmunoreactividadespecífica,sobretodo,en áreasde extravasación

decélulasrojassanguíneasy dificultar la interpretación.

Enambosmétodosseha empleadoun anticuerpopoliclonal anil-gastrinahumana

obtenidoenconejoblanco.

Además,se han realizadoinniunotincionesfrente a citoqueratinasy vimentina.

Técnicasdetinciónhabituales:hematoxilina-tosinay azuldetoluidinaal 1% (enbóraxal

1%)durante un minuto, estaúltimasobreseccionessemifinasde 1-2 micrasincluidasen

resmaHistoresin(Reichert-Jung).

Parala infiltración de lasmuestrasenHistoresinsepreparóunasolucióndetesina

(hidroxietilmetacrilato)10 ccy endurecedor1 (peróxidodebenzoilo)0.1 grs. atemperatura

ambienteduranteun tiempo variable(entreuna y docehoras),segúnel tamañode la

muestra.
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La inclusiónse realizó sumergiendolas piezasen soluciónde inclusión(sol. de

infiltración 3.1 ccy endurecedorII 0.2 cc), en cápsulasde gelatina.Unavez orientadaslas

muestrasen el molde,sedejaronpolimerizaratemperaturaambienteduranteunahora.
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3.2.2. MiTODODEESTREPTAVIDINA-BIOTINA-PEROXIDASA (SBP).

3.2.2.a.Preparación.

La fijación serealizóconformol tamponadoal 10%(singlutaraldehído),aunque

puedenemplearseotros fijadores.

Antesderealizarloscortesenfriamoslos bloquesde parafinaavariosgradosbajo

cero.Lasseccionesdetejido erande 4 micrasy reforzamossuadherenciaal portaobjetos,

ya queel procesode tinción es largoe incluye diversasincubacionesy lavados.Esto es

muy importantecuandoseutilizan tratamientospreviosconproteasas(tripsina..).Nosotros

hemosempleadoun producto comercial “Coat-Quick”S, para facilitar la adherencia,

aunquetambiénhayportasen el mercadoque llevanel adhesivoincorporado.

Unavezrecogidaslas seccionesdel bañomariasedejaronsecarsuavementetoda

la nochea3700 unahoraa 500.

El material embebidoen Paraplast,por ejemplo,puedepresentarunaretención

considerablede estemediodespuésdel tratamientode rutinaconxileno.El calentamiento

de los portaobjetosjustopor debajodel punto de fusióndel medio de inclusión(550C),

antesdedesparafinar,eseficazparaevitar la Unción de fondo (DeLellis, 1981).

3.2.2.b.Descripciónde la téenica~

Hemosutilizado un Kit Hístotain-SP(ZymedLaboratoriesInc.), distribuido por

Imico. El sistemautiliza estreptavidinaconunióncovalenteaperoxidasa(SP),estemétodo

esde 4 a 8 vecesmássensiblequeel métodoavidina-biotinacomplex(ABC) y de 8 a 16

vecesmássensibleque el de peroxidasa-antiperoxidasa(PAP)(HsuyRaine,1984).

Preparación.

Mantenemoslas seccionesa 370Cdurante24h.

Pasamosa estufaa550C durante10 mm.
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Desparafinación:

Xilol 1 . 15 mm.

Xilol II 15 mm.

Alcohol etílicoabs 10 mm.

Alcohol 9& 10 mm.

Alcohol “ 7Q0 10 mm.

Introducimoslas muestrasen PBSo aguadestiladaun mínimodediezminutos.

Iind~rn
Sumergimoslosportasenunasoluciónbloqueantede peroxidasaatemperatura

ambiente.10 mm. LavarconPBS 3 mm.

2.- Añadimos2 gotasó 100microlitosQíI) de soluciónde suerobloqueante(suero

normalde cabra,parabloquearlasunionesinespecíficas),no esnecesariolavar.

Esteprocesopuedeomitirsesi el anticuerpoprimarioestádiluido en unasolución

conteniendo10%desuerono inmune.

3.- Añadimos2 gotasó 100 jil. de anticuerpoprimario ftenteagastrinasobrecada

sección.Incubamosencámarahúmedaa370Cdurante45 mm. Lavamosbien con

PBS3 mm. La dilución puedeoscilarde 1:20 a 1:200.

4.- Aplicamos2 gotas6 100 ~±l.de anticuerposecundariobiotinilado(cabraantí-

conejo)sobrecadasección.Incubaratemp. ambientedurante10 mi Lavar bien

conPBS.

5.- Añadir 2 gotasde enzimaconjugado(estreptavidina-peroxidasa)acadasección.

Incubar5-10mm. Lavar conPES.
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6.- Añadir 2 gotasó 100 ji!. de sustratocromógenoacadasección.IncubarJO mm.

Lavarconaguadestilada.

7, Cubrir las preparacionescon 1-lematoxilina3-5 mm. Lavar con aguacorriente.

8.- Montar consoluciónde montajeenmedio acuosoa basede glicol-metacrilato

OMA (2-hidroxietil metacrilato).

Todoslos reactivosfueronpreparadosinmediatamenteantesdesuuso.

El colorde fondo no especificoseeliminapor incubaciónde las seccionesde tejido

consuerono inmune.

Fig 3. ESQUEMA. DE LA FORMACIÓN DEL COMPLEJO
ESTREPTAVIDINA—EIOTINA-PEROXIDASA (modificado de
Hsu y Raine, 1984)

El anticuerposecundariobiotinilado sirve de enlaceentreel primario y el

conjugadodeestreptavidina-peroxidasa.Al afladir esteúltimo seuniráa los residuosde
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biotina quepermanecensobreel anticuerpo.

La presenciade estaenzimaenlazadapuedeser reveladapor la adicciónde la

mezclade sustrato-cromógeno.La enzimaperoxidasacatalizael sustrato(con peróxidode

hidrógeno) y convierte el cromógeno3-amino-9-etilcarbazol(AEC) en un depósito

coloreadode rojo, demostrandola localizacióndel antígeno.Cuandose utiliza DAB

(diamino-bencidina)el color de marcado-marrón- puedemodificarsee intensificarse

medianteionesmetálicos,principalmenteníquel y cobalto (color azul intenso)(Hsu y

Raine,1984).

Hemosempleadocontrolespara la interpretaciónde los resultados:un control

positivo (mucosapilórica), otro negativo(seccionesde riñón) y un controldel reactivo

(sustitucióndel Ac. primariopor soluciónbutYer).

3.2.3.MÉTODODEINMUNO-OROCOLOIDAL-PLATA(IgGGS).

3.2.3.a.Técnicademarcajeconoro coloidal.

Incubarlas seccionesunavezdesparafinadas(comoseseñalóenlatécnicaanterior)

con50 pl. de lassiguientessoluciones:

-Incubar las muestrasconsoluciónde suerobloqueante(sueronormalde cabra

inactivadopor calor) durante10 minutos(no esnecesarioen el casode emplearproteina

A).

-Retirarel excesode sueroy depositarsobrelas seccionesel anticuerpoprimario

diluido. Incubardurante30 a60 minutosa temperaturaambienteo a 370C en cámara

húmeda.

-Lavarbien con PBS con pipetae inmersiónen diferentesbañospararetirar el

anticuerpono ligado.
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-Incubar con el anticuerposecundario-oroconjugado(anti-conejoIgGQ++-L)>

diluido 1:100en PBSdurante30-60 mm.

-Lavara fondoen variascubetasde aguadestiladadesionizadapararetirartodaslas

partículasde oro no ligadas.Todoslos objetosde vidrio debenestarmuy limpios y el agua

debeser puraen estepasoy en los siguientes.

Opcionalmentepuedefijarseconglutaraldehidoal 1% enPBSdurante3 mm. Lavar

despuésafondo en aguadestilada-desionizada.

3.2.3.b. Realzadocon plata

-Mezclarunao dosgotasde cadasolución,iniciadorae intensificadora,en un tubo

a temperaturaambiente(200C).Depositarunagotitade la mezclasobrecadaseccion.

Podemossituarun cubreobjetossobrela preparaciónparapermitirqueel realzado

seaobservadoa granaumento.

-Observar la reacciónhastaque se obtengala seflal deseada.No usar una

iluminación excesivamenteintensaya quepodriacalentarla reaccióny dar resultados

desiguales.

-Lavara fondo paraterminarel proceso.

-TincióndecontrasteconHematoxilina-Eosina.MontarconONiA. Tenercuidado

de no sobreteflury anularla señaldela plata

-Examinarconcampoclaroo luzepipolarizada.

Hemos utilizado un control positivo (mucosapilórica), un control negativo

(seccionesde hígadoy riñón)y un controldel reactivo(omitiendoo reemplazandoel Ac.
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primarioporsoluciónsalina).

Fiq. 4 ESQUEMA DEL PROCEDTMIENTO DE INMUNOMARCADO
INDIRECTO EN MíE Y MIO

Los problemasmáscomunesde no marcaje,alto color de fondo, etc. están

contempladosen la literaturaespecializada(Beesley,1989).

El realzadocon plata lo realizamosmediantedos solucionesque semezclan

inmediatamenteantesde suusodepositándolasenun tubo separado.Unavez mezcladas,

lassolucionesdeberánsermantenidaslejosde objetosmetálicosy contaminantessalinos.

No esnecesariofijación.

LassolucionestienenpHneutro,deestemodosereducela posibilidadde eliminar

de los tejidosel oromarcado.La hemosempleadoatemperaturasde entre20~ y 250C,ala

cualla señaltomaunaintensidadadecuadaentre5 y 15 minutos.

Laspartículasde oro no sonvisiblesconel microscopioóptico. Conel empleode

procedimientosde intensificaciónconplatalaspartículascrecenin situ, apareciendoun

colorpardo/negroquemuestraunalocalizaciónmásprecisaquelastincionesenzimáticas.

lavar

roadO con oro

!4.IZ.

1
Lío. —

oca

plan.

A
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Conel empleode luzepipolarizadaseobtieneun incrementoenla sensibilidad.

Esconvenienteañadir1% de detergente(ej. Tween20 o tritón) parareducirel color

de fondo hidrofóbico. Ai3adir hastaun 1% de gelatina,que reducela atracciónde la

proteínano específica,y tambiénCINa al 5% parareducir el color de fondo por carga

iónica.

La preincubaciónconbuiferconteniendoestosaditivosayudaa reducirel colorde

fondo no específico.

El Ac. primariose utilizó a dilución 1:1 y el Ac. secundarioconjugadoconoro a

1:30 y 1:40. En el tejidohayun númeroindefinido de lugaresde uniónno específicapara

ambosanticuerposquedebenserbloqueadosantesde aplicarlos reactivos.

3.3.TtCNICA INMUNOCITOQIJÍMICA PARAMICROSCOPIAELECTRÓNICA.

A continuacióndescribimosel métodoempleadopor nosotrosen estetrabajo.

3.3.1. MÉTODO DE ORO COLOIDAL CONJUGADO.

Preparación de los fijadores

En el presenteestudiohemosutilizadodiferentescombinacionesde fijadorescon

algunasvariacionessobrelas referidasporScalay cols. (1992).

Glutaraldehido0.5 % - Parafonnaldehído4 %:

A continuacióndescribimosel métodoempleadopornosotrosen estetrabajo.
*PBS 98cc.

* Paraformaldehido 4 gr. (PanReac141451PRS)

* Glutaraldehído(25%) 2 cc. (Merck)

* CI2Ca 0.025% 0.025 oc. (0.0125gr. enSOco.H20)
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Acido tánico8% - Glutaraldehído2.5%
* Glutaraldehídoal 25% 5 cc.

* Acido tanico 4 gr.

*PBS . 45cc.

Tambiénseutilizó Glutaraldehídoal 2.5% enPBSy ácidotánicoal 2% en PBS.

Ajustar consosaconcentradao en lentejashastapHnormal.

Esteprocedimientono puedeutilizarseparainmunotición.

Es importantequeel glutaraldehídoseanuevoo al menosno tengaun pH inferior a 4,

siendoconvenientefiltrarlo pormilipore dc 0.22micrasantesde suempleo.

PBSparainclusión:

CINa

CIK

1CH2P04

Na2HPO4

[120dest

pH: 7.4

Sgr. (l35mM)

0.20 gr. (2.7 mM)

0.20gr. (1.5 mM)

1.15gr. (8.0 mM)

1 litro.

Lavamosla muestra(mucosapilórica)en PBS,la introducimosenla mezclafijadora

despuésde trocearíahastaun tamaflode unos2 mm
2,parafacilitar el cortepodemosdejar

previamentelas piezasmásgrandesunosminutosen el fijador.

El tiempo de permanenciade las muestrasen la mezclafijadora varíasegúnla

concentraciónde suscomponentes.Nosotroslas dejamosdurante3 horas.

PasamoslaspiezasaPBSdondesoloestaránunashoras,máximo2 días,encuyo

casoañadiremosal tampón unas gotasde paraformaldehído (enuna proporción aproximada

del 0.1%).
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El paraformaldehídoes un polímeroque secomercializaen forma sólida(polvo)

conunariquezamínimadel 95 %. Se disuelvemal en aguatomandola soluciónaspecto

lechosoconabundanteprecipitado,siendonecesarioañadirunasgotasdeNaOH,agitando

en calienteduranteunosminutos.Tambiénpuededisolverseen PESy en frascocerrado

calentaren estufaa unos80 - 90 grados.El pHde la soluciónsueleestarcomprendidoentre

5.6 y 5.8.

Preparacióndel Buffer:

Buifer ni: TBS(pH 7.6>+ 2% BSA + 3%NOS

Buffer n02: TBS (pH 7.6)+ 0.2% BSA

Buifer n03: TBS (pH 8.2) + 0.2%ESA

(NOS aprox. 3% = 0.5% NOS 10%+ 1 cc Buifer).

-Afladir opcionalmente:

0. 1% TWEEN20 <evitaunioneshidrofóbicas)

0.1%Gelatina(evitaatraccionesde carga)

0.1%Caseína(evitaatraccionesdecarga)

Nosotrosutilizamosmetaperyodatosódicoparaeliminar el 0504y glicinaparael

bloqueoderadicalesaldehídos.

Procesadodelasmuestras.

Fijación.

Hemos realizadocuatro protocolosde fijación con distinta finalidad:

preservarel antígeno,preservarlo mejorposiblela estructuray hacermáslentoel

procesode liberaciónde los gránulosde secreción(exocitosis).

1/ Olutaraldehidoal 2.5%

Ac. Tánicoal 8%

enPBS

40C - 3 horas
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Pasarala solucióntampónapH 7.4

2/ Paraformaldehido(HCHO)n 4%

Olutaraldehido (C5 H8 02) 05% en PBS

4
0C - 3 horas

Pasarala solucióntampónaph 7.4

3/ Glutaraldehído 2.5% en PBS

40C - 3 horas

Pasara la solucióntampónapH 7.4

4/ Mido Tánico2% en PBS

Ajustarcon hidróxidosódicoapH 7.4

Piezasde 4-5 mm2

40C- 15 minutos.

Lavaren PBS- 2 horas

Inmersiónen Glutaraldehídoal 2.5%en PBS

Pasara la solucióntampónapH 7.4%

Primeropreparamosel paraformaldehídoy despuésañadimosel glutaraldehídoo el

ácidotánico.Tambiénserealizaronfijacionesa pH 5

Lavado.

Todala nocheen PBS

Añadir unasgotasde fijador si sedeja2 - 3 dias.

Postfijac¡ón.

A) OsO
4 1% 2h. PBS30 mm.

B) sin postfijación.
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Deshidratación.

Puedehacerseen alcohol o acetonaa temperaturaambiente.Nosotroshemos

utilizado la segunda.

En acetona:

30% -ISmin.

50% - 30 mm.

70% - 30 mm.

En algunoscasoslas piezasosmificadassecontrastaronconacetatode uraniloal

2% en acetonaal 70%2 h. a~ ambienteo todala nochea40C,en nevera)

80% - 15 mm.

90% -30 mm.

100% -30 mm.

Acetonaal 100%ensulfatode cobre - 30 mm.

Laspiezasfijadasen los fijadores1,3 y 4: PosttljaciónA - B. InclusiónenMaldita,

Unicryl eHistoresin.

Las piezasfijadas en 2: PostfljaciónA - B. Inclusión en Araldita y Unicryl. Se

empleóHistoresinparacortessemifinosparamicroscopiaóptica.

En las piezasincluidasen Araldita serealizarontodos los pasosanteriormente

señalados.Las piezasincluidasen Unicryl solo hastaacetonaal 80%. Efectuarvarios

cambiosentodoslos pasos.

Decantamosel alcoholy añadimosla resma.Pasardespuésaresmapura.
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Aclaramiento e Infiltración de las ¡nuestras.

1.- Araldita

Solucionesaemplear:

a) Oxido depropileno

b) Araldita 1

AralditaCY-212 IOcc

Endurecedor(DDSA) LO cc

Dibutil - flalato (plastificante) 0.15cc

Estamezcladebeser preparadauna horaantesde ser utilizada. Debeagitarse

convenientementeparaquesehomogeneice,y mantenersehastasuusoenestufaamenos

de 500C.

c) Maldita U

Araldital 20.lScc

Acelerador(DY -062) 0.4 cc

Esta mezcla se debe prepararuna media hora antes de su uso, agitando

adecuadamentehastaquesehomogeneicey debeserguardadaen estufaa40 - 4?C(nunca

a másdc 500C, ya quea partir de estatemperaturaseproducela polimerizaciónde la

resma).

d) Maldita - óxidode propileno

Araldita 1-óxido depropilenoenproporciones1/3, 1/1 y 3/1.

Método:

Tras ladeshidratación,las muestrasseaclararonen óxido depropilenodurantedos

horas,renovandovariasvecesel reactivoduranteestetiempo.Posteriormente,seprocedió

ala infiltración de las piezas,comosedetallaacontinuación:
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- Propilenóxido/Araldita1, 3:1 (t. ambiente)... Ih.

- Propilenóxido/Araldita1, 1:1 (t. ambiente)... 2h.

- Propilenóxido/Araldita1, 1:3 (t. ambiente)... 12h.

- Maldita 1 (450C) 2h.

- Araldita 1 (450C) 21v

- Maldita 1 (450C) 24h.

- Maldita II (450C) lh.

- Maldita 11 (450C) 30 mm.

- Maldita II (450C) 2h.

Inclusión.

Parala inclusióndefinitivaseutilizaronmoldesde materialplásticoo cápsulasde

gelatina,rotuladosconvenientemente.Secolocaronunao dosgotasgruesasdeMaldita III

enel fondo de cadamolde.Después,conunaagujaenmangadao unapinzade disección,

se introdujo el tejido en el moldecorrespondiente,dejándoloescurrirpor la puntade la

pinzajunto conunagotade Maldita. Cuandolos trocitosde tejido llegaronal fondo del

molde,seprocedióal llenadocompletodel mismoconMalditaII.

A continuación,se dejaronreposarunos minutosy se orientaronlas piezas

convenientementeutilizando una aguja enmangada.Una vez comprobadoque la

orientaciónde las piezasera la deseada,se introdujeron los moldesen la estufa de

polimerización,a65-700C, dondepermanecieronun tiempomínimode 48 horasparasu

correctapolimerización.

2.- Unicryl

Lasmuestrasparcialmentedeshidratadasse infiltraron enUnicryl atemperatura

ambienteyenoscuridadduranteun tiempovariable(de2 a 12 horas),segúnel tamañode

la muestra.
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Inclusión.

ParaLjnicrvl, unaresmaacrilicaquepermaneceJíquidaa -300Cy esestabledurante

1 año a 40C,seemplearoncápsulasde gelatinamanteniéndoselas piezasa 550C durante

24h-48h hastasu completapolimerización. Durantela polimerizaciónsc produce una

retracción de la tesinade aproximadamenteel 30% de volumeninicial contenidoen las

cápsulas. Para Unicryl no utilizamos postfijación con tetraóxido de Osmio y poco

metaperyodatosódico.

UsamosFormvaro cortesgruesos(amarillos.Aprox. 0.1 i).

Seutilizó 1-listoresinparacortessemifinosconfijador n02. MalditaconfijadornC2

y osmio.

Método:

El método seguidopor nosotroses el recomendadopor Beesley(1989) y Polaky

Brestley(1992),conalgunasmodificaciones.

-Unavez realizadaslas secciones,paraevitararrugasen el baño,las sometemosa

la acciónde vaporesdexilol, situandounatorundao papelde filtro sobreéstas.Estono es

necesariosi utilizamosla resmaUnicryl.

-Situamoslas seccionesultrafinas (900nmdegrueso>sobrerejillas de oroo niquel.

Evitar las rejillas de cobreyaquepuedencausarproblemasderuido defondo,

-Hacerflotar las seccionesbocaabajosobrelas siguientessolucionesatemperatura

ambiente.No dejarquequedensecas.

-Metaperyodatosádicoal 5% 20 mm. (Araldita>! 5 mm. (Unicryl).

~I~I2Odestilada 15 mm. 3 cambios.
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-UtilizamosGlicina parael bloqueode radicalesaldehído:

TBS (7.4) + Gly 0.5%(0.01 M -5 mg en 1 cc) + 2% BSA + 1% NGS +

0.05%tritón X-l00 30 mm.

-Con un alambrede platino transferir la rejilla a la superficiede unagota del

anticuerpoprimarioen dilución 1:1 y 1:10 del prediluido,en buffer n02. Incubardurante

toda la nochea 40C. Las incubacionesmás largas con altas dilucionesde anticuerpo

producenmarcadosmásespecíficos.

-Lavarbienenbuifer n02 10 mm.

-Lavarconbuffet n03 10 mm.

-Transferir la rejilla a una gota(50 micí) de oro conjugadoen dilución 1:30 en

buifer n03 2 horas

-LavarconTBSa pH7.6 10 mm.

-LavarconTBSapH 7.4 LO miii.

-Glutaraldehído1% en TBS a pH 7.4 10 mm. Estapostfijación facilita la

permanenciadel oro sobreel antígeno.

-LavarconTBS a pH 7.4 “a chorro”.

-Lavarcon1120destilada “chorro”.

-Opcionalmentesepuederealizarunatinción decontrastecon acetatode uranilo

o citratode plomo (Burk, 1969).NosotroshemosutilizadoesteúltimoapH alto,

segúnel métodode Reynolds(1963),porbrevetiempoparaevitarenmascararla

seifal.Lavar.

Preparacióndela solucióndecitratode plomo:

- 1.33 g. de Nitrato de plomo.

- 1.76 g. de Citrato sódico.

- 30 cc de aguadestilada,previamentehervidadurante 15 mm. y enfriada

rápidamente.
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La solución así preparadase sometió a agitación fuerte durante 1 mm. y

posteriormentedurante30 mm.,en intervalosde agitación-reposo.Unavezpreparadaesta

disolución,seañadieron8 cede NaOH IN, y aguabidestiladahastacompletar50 cc.

Métododecontrastadode lassecciones:

Se depositarongotasde citrato de plomo sobreunaplacade cera dentalo sobre

Parafilm. En tomoa las gotasde citrato de plomo sedepositaron“lentejas’ de hidróxido

sódicoconel fin deconseguirunamicroatmósferapobreen CO2y evitarasi la formación

de precipitadosde plomo sobrelos cortes.Lasseccionessemantuvieronsobrelasgotas

durante15-20mm, atemperaturaambiente.Posteriormente,selavaronenhidróxido sódico

0.01 N y en aguabidestilada.Unavez contrastadas,tasmuestrassedejaronsecarsobre

papelde filtro, convenientementeprotegidasdel polvoy la humedad.

Se realizaroncontrolesnegativospara confirmar el marcadoespecificode las

secciones,sustituyendoel anticuerpoprimarioporunasoluciónbuifer.
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3.4. TtCNICA DERADIOINMUNOENSAYO<RIAl

3.4.1. INTRODUCCIÓN

.

El sistema utilizado para nuestro estudio es el GASK-PR para medida

radioinmunológicade gastrinahumanaensueroy plasma,no modificado,suministradopor

Cis BiointemacionalB.P.32F91192 0W-SUR-YVETTECEDEX.FRANCE.

El principio de la medidasebasaen la competiciónentregastrmnamarcadacon un

isótopo, lodot25, (el yodo es un no metalde n0 atómico53 y pesoatómico 126,90)y la

gastrinacontenidaen los standarsy muestras,por un determinadoy limitado númerode

espaciosde anticuerposantigastruna.

Al final del periodode incubacióny despuésde la separación,la cantidadde

gastrinamarcadaesinversamenteproporcionalala concentraciónde gastrinano marcada

presenteen el tubode la muestrao estandar.

La metodologíapara la separaciónde las fraccioneslibres y unidasutiliza un

reactivoinmunoprecipitanteen el queun segundoanticuerpo(suerode cabraanti-conejo)

seencuentrapre-precipitadoy en exceso.

-Enesquemala reacciónesla siguiente:

Ag (G.niuestra) (Ag-Ac)

+ Ac —> + Ag*(fracción libre)

Ag*(G.marcada) (Ag*~Ac)

El radioinmunoensayode gastrina se ha realizadosin modificación del 1<11

comercial.Los datosdeespecificidaddel Ac. utilizadoen esteensayoy aportadospor la

compañíasuministradorapermitenun conectoreconocimientode 0-17 humanay big-
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gastnna.

3.4.2. MATERIALEMPLEADO.

3.4.2.a. Animales empleados en el estudio.

Mediantela técnicade radioinmunoensayosehanrealizado352 determinaciones

sobreun total de 154 perrosdediferenteraza,edad,sexoy aptitud,procedentesde distintas

Unidadesdel Ejército..

Fuerondesechadas49 determinaciones(13.9 %) por presentaralgún gradode

hemolisis, valoresanormales,pérdidao roturade los tubos, etc., correspondientesa 29

perros(18.8 %) de los cuales25 eranmachosy 4 hembras.

Portanto,el númerode determinacionesválidashansido303 sobre125 perrosde

ambossexos.En todos ellos se realizó un chequeode su estadogeneralmediantela

realizacióndeun hemograma,fórmula leucocitariay perfil bioquímicode22 parámetros,

considerandocomovaloresnormaleslos de referenciaen nuestrolaboratorio.

Aunqueen el estudiono sehaconsideradoel factor racial,convienehacerconstar

queaproximadamenteel 80%de losperroserande razapastoralemán,mastíno mestizo

de ambos,estandoformadoel restoporanimalesde talla media.

1.- Estudiosegúnla edad:

Sehanestablecidotresgruposde edad:

GrupoA: 34 perrosde 0- 1 aflo,

GrupoE: 64 perrosde2- 8 años.

GrupoC: 27 penosde edadigual o superiora9 años.

2-- Estudiosegúnel sexo:

Sehanestablecidodossubgruposdentrodecadagrupoanterior(A, Ey C).

SubgrupoA-1:19 machos.
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SubgrupoA-2: 15 hembras.

Subgrupo8-1: 42 machos.

Subgrupo8-2: 22 hembras.

SubgrupoC-1: 17 machos.

SubgrupoC-2: 10 hembras.

Porotro lado,enun lotede 30 animalesde diferenteraza,edady sexosedeterminó

la concentraciónmediadegastrmnabasaly la concentraciónmediatranscurridos30 minutos

de la ingestióndecomida(fórmulasn0 1,2,3y 4 de las tablas).

Tambiénsehanrealizado13 curvasdegastrinaen 6 perros(5 machosy 1 hembra)

conedadescomprendidasentre3 y 9 años,de razaPastoralemáno mestizode estarazay

Mastín.Paraello sehan empleadocuatrotipos dedietas.Ver tablasde composiciónn0 2,

3,4y5.

Trasayunode 24 horasseextrajosangreporpunciónde la venacefálica,dejándola

fluir librementeentubosconsilicona,antesy cada15 minutostrasla ingesta,a la misma

horadel díay del mismomodoparatodoslos perros.

Lasmuestraseranprocesadasenun plazode 24 horasdesdesuobtención,cuando

estono eraposiblesemantuvierona~20ohastael momentodel análisis.

3.4.2.b.Material deextraccióndesangre.

-Sistemadeextracciónde sangre.Vacutauner.Holber.

-Agujasestérilesconprotección.Venoject.0.9 x 25 mm y 0.8 x 40 mm.

-Tubosparaextracciónconvacio,sin aditivo, consiliconaVacutainer.

-Tubosconanticoagulanteparaextracciónde sangre.Vacutainer.

-Tubosdeplásticodesechables.

-Micropipetasdevolumenvariable.Socorex821.
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-Puntasde pipetas.Daslab.

-Centrifugade mesaSelectaCentromix.mod. S-549.

3.4.2.c.Materialpara radioinmunoensayo.

-Gradillasparatubos.

-Contadorgamma.

Adaptadoparalamedidadel yodo 125. Hemosutilizadoun contadorgamma
57

multi-cristal LB 2103Berthold,concanalespreseleccionadosparaI’25y Co
canaldual y uno seleccionableparacontajede monoisótopo (1O-5IOkeV).

Fig.6.

Está.dotadodeun microprocesadoravanzadoqueincorporavariosmétodos

para el tratamientode los datos. Puedealmacenarhasta60 protocolos.

Disponede un softwareconROM de 40 Kbytesy RAM de 24 Kbytes (17

disponiblesdirectamentepor el usuario).ConexiónaordenadorvíaRS232

interface.

-CentrífugademesaSelectaCentromix.mod. 5-549.

-AgitadormagnéticoSelectaAgimatic.

-Agitadorde tubos.Mixo-tuhe mod. 30. Oricel.

Reactivos

Cada¡¿itcontienereactivossuficientespara100 tubos.Debenalmacenarseentre2~8o(2.

Gastrmna1123. Reactivoliofilizado 1 vial.

Gastrinaestándar 6 viales.

Antisueroanti-gastrina 1 vial.

ReactivoPR 1 vial.

-GastrinaI’~¾-reactivoliofilizado.

Contiene un buifer, albúmina sérica bovina, y un colorante rojo. La

radioactividad contenida en el frasco es aproximadamentede 37
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kilobecquerels(< 1 microcurie)en la fechade fabricación.

La gastrinautilizadaparael marcajeesla gastruna1 sintética.

-Gastrina estándar.- reactivo liofilizado.

Contienebuffet, albúminasérica bovina, ázida de sodio y Gastrina 1

sintética.

La concentraciónexactade gastrmnaestáindicadaencadavial. Los valores

variandeun lote aotro peroestánpróximosa20-60-l50-500-1500 gU/ml

MRC 68/439. (estándarinternacional)(l¡.d.J MRC 68/439 1.05pg MIRC

68/439).

-Estándar O.- reactivo liofilizado.

Contienebuifer, albúminaséricabovinay ázidade sodio.

-Antisuero antigastrina (conejo).-reactivo liofilizado.

Contienebuifer,albúminaséricabovina,mertiolato de sodio,sueronormal

de conejoy un coloranteazul. Siguiendoel procedimientorecomendado,

el antisueroseuneal 40 o 50%de la dosisde gastrinamarcada.

-ReactivoPR.-listo parasuempleo(100ml de suspensión).

Contienebuifer, polietilenglicol,ázidade sodio, un complejo insoluble

formadopor ganimaglobulinasdecorderoantí-conejoy gammag]obulinas

de conejono inmunizado.

3.4.3.MÉTODO DE RADIOINMUNOENSAYO.

La medidase realizasobresuero o plasmasin heparina,oxalatoo EDTA. Las

muestrashemolizadaso lipémicasfuerondesechadas.Lasdeterminacionesserealizaron

unay cuatrohorastrasla extracción.Si la medidaseefectúaen las 24 horassiguientes,las

muestraspuedenconservarseentre 2-80C. En caso contrario es preferibledividir las

muestrasen partesalícuotasy conservarlascongeladasa-200C.
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Las muestrasde sangreeranobtenidascada15 minutosduranteun periodode 2

horasmediantepunciónde la venacefálica,dejándolafluir librementede la aguja(goteo)

sobreel tubo tipo vacutainercongel de siliconaparaevitarcualquiergradode hemolisis.

El suerolimpio eradepositadoposteriormenteen tubosNunc y Eppendorf.

Los reactivosy muestrasdebenfueronllevadosa temperaturaambiente(18.250)

antesde su empleo,e inmediatamentea las condicionesde almacenamientouna vez

utilizados.

Cuandose esperantasaselevadasde gastrina,la dilución seefectúaconel estándar

0.

1.-Reconstituciónde los reactivos.

-Reconstitucióndeltrazador(gastrina1125)con 10 ml. de aguadestilada.

-ReconstitucióndelestandarO con5 ml. de aguadestilada.

-Reconstituciónde los otrosestdndarscon 1 ml. de aguadestilada.

-Reconstitucióndelantisuerocon30 ml. de aguadestilada.

-Mezclarsuavementeparahomogeneizar,evitarla formacióndeespuma.Después

de la reconstituciónlassolucionespuedenconservarse8 díasa2-WC.

2.-Preparaciónde tostubos.

La medidanecesitalos gruposde tubos siguientes:

-GrupoT parala determinaciónde la actividadtotal.

-Grupos Estándar paraestablecimientode la curvade calibración.

-Grupos SX paralasmuestrasaestudiar.

Es aconsejableefectuarlas pruebaspor triplicado paralos gruposTy Estándary

doblesparalas muestras.

3.-Distribuciónde los reactivoseincubación.

La distribuciónde los reactivosen tubos serealizaa temperaturaambiente(18-

250C).
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Despuésde la distribución,mezclarel contenidode cadatubo conun mezclador

tipo Vortex e incubar.Tabla2.

Gruposde tubos Gastrina 1125 Estándar/Muestra Antisnero Mezclar e Incubar

2h. al 8~25o(7T — —

Estándares ¡00 300 300

Sx 100 100 300

Todoslos volúmenesestanexpresadosen microlitros(pi>.

4.-Adiccióndel reactivoPR

Antesde la distribuciónllevarel reactivoatemperaturaambientey homogeneizar

la soluciónmedianteagitaciónmanual.

Distribuir entodoslos tubos (exceptolos del grupoT) 1 ml. de reactivoPR.

Mezclare incubardurante15 minutosa l8-25~(J.

5.-Centrifugación.

Decantarel sobrenadaste.

Centrifugartodos los tubos(exceptolos del grupo1) a 1500-2000g durante15

minutos.

Eliminar el sobrenadante.Se recomiendavaciar los tubos sobre un fregadero
uuacALjvoh o enunrecipienteapropiadopararecogersolucionesradiactivas.Sacudir

los tubosy dejarlosvueltossobreun soporteabsorbente.Tambiénpuedeaspirarse

el sobrenadanteconun dispositivoapropiado.

Lavar el inmunoprecipitadocon2 ml. deaguadestilada,centrifugara 1500-2000

g durante15 minutosy aspirarde nuevoel sobrenadante.

Todoslos tubosdeun mismoensayodeberánser tratadosidénticamente.

6.-Contaje.

Medir la radioactividaddel precipitado(fracciónterminal)con un contadorgamma

paramedidade 1123.
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El contajede los impulsosprovocadospor la radiaciónsobrecristalesde lodurode

Sodio (centelleo),utilizadoscomodetectores,se realizó en periodosde medio

minuto.El tiempopuedeaumentarseauno o dosminutossegúnla sensibilidaddel

instrumento.Cuantomayorcontajemenorserála cantidadde gastrinapresenteen

la muestra.

7.-Cálculo de los resultados.

Paracadagrupode tubos,sustraerel ruidode fondo,hacerla mediade los contajes.

Evaluarla capacidadde ligamientodel sistema(%):

Std “0”

(Bo/T)% = x 100

T

El contajeneto de cadaesttiidary muestradeberáexpresarsecomoun porcentaje

del grupoestándarcero:

Std 6 Si

(B/Bo)%= _________ xlOO

Std “0”

Construir la curva de calibración llevando los B/Bo en función de las

concentraciones.

Parala construcciónde la curvaestándar se realizóun trazadosemi-logaritmico,

aunquesepuedenemplearotrosmétodos,porejemplollevandolos cpm(centelleos
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porminuto) en funciónde las concentracionesTabla3.- Ejemplo:

Grupos de tubos cpnl media HIBa %

T 14371 —

Estándar O pg/mI 6481 100

Estándar 20 “ 5671 87,5

Estándar 60 “ 4938 76,2

Estándar 150 “ 3629 56

Estándar 500 ‘ 1711 26,4

Estándar 1500” 745 11,5

Muestra 2074 32

Los tubos T se empleanparala determinaciónde la actividadtotal. Contienen

solamentegastrinamarcaday porlo tantodaránel centelleomásalto.

Bo=StdO. No contienegastrina,luegotodo el anticuerpodisponibleseuniráala

gastrmnamarcada.Sulecturapor tantoserámásaltaque la de losdiversosestñndars(Std)

y muestras(Sx). Le adjudicamosel valor 100. Todaslas demásmedidasde los estándars

y muestrasla expresamosen porcentajesreferidosa esevalor, comoseha hechoen el

ejemploanterior.

El limite de detecciónestáevaluadoen 10 pU/ml o 10 pg/ml.

Los reactivosempleadosenestekit contienenderivadosde sangrehumana,apesar

de los controlesdebenserconsideradospotencialmenteinfecciosos,serecomiendamanejar

conmedidasde seguridadbiológicanivel 2.Tabla4
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ESQUEMA OPERATIVO

Tubos C;astrina1’” EstÁndar/Muestra Antisuero Mezclar

Incubar

2h a 18-25’U

ReactivoPRml

--

1

Mezclar

[neubarISrain
a l8-25

0C
C~tñtiX~at

15 mm

T RIO .- .-

EstÁndares 00 lOO 300

Ss lOO lOO 300

Les ostidadesc~k o,qrcsadas ci’ nuorolítro. Contaje

Tabla 4

3.4.4. MÉTODOESTADISTICO.

Parael análisis de los datos seha utilizado un ordenadorpersonaltipo PC 486

versiónconel programade estadísticadescriptivaMICROSTAT, SIGMA y LOTUS. Las

gráficasserealizaronenHARVARD GRAPI-IICS3.0.

Seaplicóel testde la “t” de Student,normalmenteempleadoenmuestraspequefias

y medianas,paracomparaciónestadísticadepoblacionesy el coeficientedecorrelación

lineal de Pearson(Carrasco,1986; Thrusfield, 1986).

La pruebat seutilizaparacomprobarlas diferenciasestadisticamentesignificativas

entredosmediasexperimentaleso entreunamediaexperimentaly un valorestablecido

(Kaplany Pesce,1986).
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3.4.5. TABLASDECOMPOSICIÓNDEDIETAS.

N01 SCIENCEDIET. CaninePerformance.Huís. USA.

ALIMENTO ENLATADO. Pesoneto440 g.

Ingredientes:Agua, pollo, hígado,maíz, arroz,sal yodada,óxido de hierro,zinc,

manganeso,cloruro potásico,selenitosádico,vits. D
3 E, B~, 82, 83, pantotenato

cálcico,B6, B12,ácido fálico, biotina.

Análisis medio:

Proteínabruta mm. 7.5%

Grasa bruta mm. 7.5%

Fibra bruta max. 1%

Humedad max.74%

Calcio mm. 0.2%

Fósforo mm. 0.1%

N
02 PURINA PRO PLAN. Fórmula Performance.

ALIMENTO SECO. Pesoneto 18,14kg.

Ingredientes: Carne y derivados (con 22% de pollo), cereales(17% arroz),

extractosde proteínavegetal,aceitesy grasas,derivadosde origenvegetal,huevos

y ovoproductos,lechey derivadoslácteos,minerales.Cobre(sulfato): 7mg/kg.

Contieneantioxidanteetoxiquinpermitidopor la CEE.

Análisismedio:

Sodio 0,4%

Calcio 1,2%

Fósforo 1,0%

Proteinas 31%

Grasa 21%

Fibra 2,5%

H.deCarbono 30.5%

Ceniza 6%

Humedad 9%
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Vit.A. 18000UlIkg

Vit.D3 1600 UI/kg

Vit.E 25 mg

Dosificación:

Según peso, edad, lactación y aptitud del animal. Las cantidadesdiarias

recomendadasson las siguientes:

1-5kg 25-125g

5-10kg 125-200g

10-20kg 200-335g

20-40kg 335-575g

másde 40kg 50g/Skg

N
03 EUKANIJBA REGULAR The [amaCo. USA.

ALIMENTO SECO.Pesoneto 140 g.

Ingredientes:LosmismosqueEUKANUBA PREMIUM.

Análisis medio:

Proteina minima 26%

Grasa mínima 16%

Cenizama,u 8%

Fibra máxima 3%

Humedad máxima .. 8%

Vit.A 14.000UI/kg

Vit.D
3 1.200UIIkg

Vit.E 95 mg/kg

Calcio 1,4%

Fósforo 1%

Cobre 32 mg/kg
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ALIMENTACIÓN ESPECIAL

N04 CARNE MAGRA DE TERNERA. lcat. Cruda, picada, exentaen lo posible de

aponeurosis,grasay fibras.

Cantidadadministrada:20g/kgde pesovivo.

Análisismediotipo:

Agua 70%

Proteínas 19.5%

Lípidos 6%

Grasa 4%

Hidratosde carbono 0.5-1%

Salesminerales 1.2-1.3%

Potasio 3Olmg/lOOg

Vit.A

Vit.B
12 2mcg/IOOg

Vit.C

N
0S ARROZ (Oryza sativa).Sin cáscarani cubiertas.Cocido.

Cantidadadministrada:25g/kgde pesovivo.

Análisismediotipo:

Agua 8.5%

Proteínas 7%

Lípidos 1%

Hidratosde carbono..78.7%

Vit.A

Vit.B
1 0.OSmgIlOOg

Vit.B2 0.O3mg/lOOg

Vit.B6 0. lSmg/lOOg

Vit.B12

ViLC

Fósforo 22 Img/IOOg
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Calcio lOmg/lOOg

Magnesio 1 l9mg/lOOg

N’6 CANINE MAINTENANCE. HiIIs

AL[MENTO SECO. Sacosde 5 y 10 kg.

Ingredientes:Maíz, carnede polío,harinade soja, grasaanimal,huevocompleto,

arroz,aceitevegetal,sal yodada,clorurodecolina, carbonatode calcio,etoxiquin

(antioxidante),sulfatode hierro,óxidodezinc,óxido demagnesio,óxidode cobre,

carbonatode cobalto,etilendiaminadihidroyoduro,selenitosádico,vitamina A

palmitato,Vit. D, E, B1, B2, B3, B6, B12.

Análisismedio:

Humedad 9.0%

Sustanciaseca 91.0%

Proteina 23.0%

Grasa 14.5%

Hidratosde C 45.9%

Ceniza 4.3%

Fibra 3.3%

Calcio 0.60%

Fósforo 0.60%

Sodio 0.26%

Potasio .... 0.14%

Dosificación: Lascantidadesmediasrecomendadasson las siguientes:

1-5kg 43-IO6gr

5-9kg 106-149gr

9-22kg 149-297gr

22-36kg 297-425gr

másde 36 kg 425 grmás43 grporcadaSkg
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4.1. INMUNOCITOQUIMICA EN MICROSCOPIA ÓPTICA.

4.1.1.LOCALIZACIÓN DE LAS CÉLULAS G EN EL PERRO.

Mediante las dos técnicaspara inmunohistoquimicaóptica empleadashemos

observadoquela localizaciónde las célulasproductorasde gastrinainmunoreactiva,en el

aparatodigestivo del perro,eseminentementepilórica. F¡g. 5 y 6. Hemosencontrado

algunascélulaspositivas,perode bajareactividad,en un tramode aproximadamente10

mm. deduodenoproximal, situándosela mayoriaen las vellosidades,no en lasglándulas.

La región fúndicadel estómagocanino es negativa. Hg. 7 y 8. No sehanpuestode

manifiestocélulasO en ningúnotrosegmentodel aparatodigestivo: glándulassalivares,

esófago,intestinodelgado,hígado,ciego,colony recto. Fig. 9 y 10.

El páncreasesnegativoa la inniunotincióntantoen el reciénnacidocomoen el

penoadulto.Los resultadosobtenidoshansidoanálogos,independientementedel sexoy

edad,en todos los animalesestudiados.No obstante,cabeseñalarque en un casose ha

observadomoderadapositividaden célulasdispersasde los acinosy de los conductos

pancreáticosprincipalmente.

LascélulasG seencuentranen unabandaqueocupa,aproximadamente,el tercio

medio de la mucosaantral; las glándulasmásprofundas,generalmente,dan tinción

negativaagastrmna.Sin embargo,diversascélulasde las criptasy aúnde las vellosidades

son positivas, probablementeesto viene determinadopor el propio proceso de

especializacióncelularen virtud delprincipio de unidadcripta-vellosidad.

4.1.2CARACTERISTÍCAS MORFOLÓGICAS DE LAS CÉLULAS

G.

Lascélulasproductorasde gastrinaen tejidosincluidosen parafinay teflidascon

H-E. son indistinguibles morfológicamentede las célulasglandularespilóricasentrelas

que se hallan. En cortessemifinosen resinasteifidos con azul de toluidina esposible

identificarlasmerceda la diaposiciónde sunúcleoy ausenciademocoen sucitoplasma
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Hg 5. Mucosa pilórica. Perro. Células positivas a gastrina (en

Estreptavidilla-biotifla -peroxidasa(SBP)x 400.

a.

Hg 6. Mucosa pilórica. Perro. Células positivas a gastrina (en negro).

Inmuno-oro coloidal- plata (IgGGS) x 200.

83 Resultados



.11.

Hg 9. DuodenO proximal. Perro.
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desembocadura del primer conducto pancreático
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Hg 7. Mucosa gástrica fúndica. Perro.

SBP xtOO.
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Hg. 11. Noobstante,solamentela inmunotinciónpuedeponerlasde manifiestode manera

concluyente.

Hemosobservadoquelas célulasG puedencomportarsecomo célulasendocrinas

abiertasy cerradas.Aquellascélulasquese sitúanen nivelesmássuperficiales,esdecir,

en lascriptasde la mucosadel antropilórico, o quealcanzanla luzglandular, la secreción

de gastrinaseefectuaríadirectamenteen la luzgástrica(difusión local directa)Fig.12.En

otros casos,que es lo más frecuente,la secrecióntiene accesoa suscélulasdiana por

transporteatravésde la circulación.Fig.13.

Porinmunocitoquimicaópticaobservamosun núcleoamplio,ovalado,en posición

central,apareciendoinmunoreactividad(enrojo) entodo el citoplasmacelular,esdecir,

no seobservapolaridadal microscopioópticoen la localizaciónintracelularde gastrina.

En el neonato, sin haber ingerido aún leche materna, las características

morfológicasde las célulasO son lasmismasquelas observadasenel perroadulto,si bien

la inmunoreactividadesmenor.

Su naturalezaepitelial queda patente cuando empleamosinmunotinciónde

filamentosintermediosparacitoqueratinasy vimentina.Hg 14 y 15. Los citoplasmasde

las célulasG son positivosa las primerasno habiendocoexistenciaconvimentina.No

obstante,otrascélulasendocrinastambiénpuedendar inmunotinción.

Las célulasmucosascircundantessontotalmentenegativasa estasproteínasde

citoesqueletodebidoala grancantidadde mucuspresenteen suscitoplasmas.
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Fig 11. Sección semifina de

glándulas pilóricas del perro.
/1 célula endocrina, probable

mente productora de gastrina.

Azul de toluidina x400.

Fig 12. Células G
(en negro)

inmunoreactividad en la
luz de una foseta4.A)

IgGGS x600.

Fig 13. Células G
(en rojo)

en el tercio medio de la
mucosa pilórica del perro.

SBP x200.
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N
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>t4J~c%t
1~~

-Ap 1
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Fig 15. Mucosapilóricadel perro.Inmunotinciónparavimentina.»’: lascélulasepiteliales
de las vellosidades y de las glándulas son negativas.

Fig 14. Mucosa pilórica del perro. Inmunotinción para citoqueratinas~-”~ célulaspositivas,
probablementeproductoras de gastrina, entre las célulasmucosasglandulares. x200.
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4.1.3.DENSIDAD CELULAR EN LA MUCOSA PILÓRICA.

La disposicióny concentracióndelascélulasO esbastantevariable,por lo tanto,

la densidadcelularobservadapor campode granaumentopresentaun amplio rango(5 -

21 céls).El númerode célulaspositivqsala inmunotinciónen antropilórico aumentaen

direcciónal esfinter.

Los valoresmediosobtenidospornosotrosconobjetivoPlanApocromáticode 40x

y ocularde lOx, correspondientea un diámetrode camporeal de 0.45mm (0.16mm~, son

losexpresadosen la Tabla5.

Nombre Campos Media ST» Mínimo Máximo

cel/gas/campo 20 13,6 4,59 5 21

Tabla 5.

Segúnestosresultados,la densidadcelularporunidadde superficieenrelacióna

la mediapuedeoscilarentre8.5 x y 1.2 x iO~ célulasO porcentímetrocuadrado.

El númerodecélulasOporcadasecciónde glándulapilóricadificilmenteseajusta

aunadistribuciónnormal. En la tabla6 aparecenlos valoresobtenidosparacortesde4

micrasy sobreuntotal dc 267 recuentosdeseccionesde glándulasquepresentanal menos

unacélulapositivay contabilizandosoloaquellascélulasen las queseobservannúcleos.
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7Nombre__1 N0

cel/gas/gland1 267

Media ST» Mínimo Máximo

3,86 1,6 1 7

Acumulada

Valor Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje

18 6,74 18 6,74

2 36 13,48 54 20,22

3 64 23,97 118 44,19

4 62 23,22 180 67,42

5 37 13,86 217 81,27

6 33 12,36 250 93,63

7 . 17 6,37 267 100

Tabla 6

N.- número de secciones glandulares contabilizadas.

Se observa en la tabla que el número de células que aparecen conmayorfrecuencia

son 3 -4 por sección glandular.
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4.2. ITNMUNOCITOQIJÍMICA EN MICROSCOPIA ELECTRÓNICA.

4.2.1.ULTRAESTRUCTURA DE LA CÉLULA G.
La célula O es de forma piramidal u ovoide,su vértice superiores estrechoy

presentamicrovellosidadesal igual quelas célulasmucosasque la rodean.El núcleoes

ovalado,grande y denso,conabundantecromatinaen disposiciónparietaly no seencuentra

desplazadohaciala basecomoene]casode losmucocitosglandulares.F¡g.16.

Se observanabundantesríbosomaslibres, principalmenteen la proximidaddel

núcleo -como correspondea una célulaque sintetizaproteínas-mitocondrias(células

metabólicamenteactivas),filamentosdel citoesqueleto(tinción positivaa citoqueratinas)

y numerososgranuloscitoplasmáticosdemedianadensidadelectrónica.Es de sefialarla

frecuenciade desmosomasen estascélulas.

La membranacitoplasmáticade la célulaO presentaen todosuperinietro(excepto

en la zonabasal)largasy numerosasprolongacionese invaginacionesdeunos80 nm de

ancho,queseentrelazanconlascélulasvecinas.Estaconfiguraciónes importantepara

permitir la adhesiónde unacélula a otra en los tejidos consustanciaintercelularmuy

escasa.

Lascélulasmucosaspilóricaspresentantambiénprolongacionesde la membrana

citoplasmáticaqueseentrelazancon las célulascircundantes- entreellaslas O- y una

polaridadmuymarcada.Losnúcleosestanconfinadosen labasede la célulay enocasiones

se observannucleolosamplios. Los gránulosmucososson grandesy limitados por

membrana.Sucontenidoespálidoy de electrodensidadhomogénea,en algunospuede

observarseun núcleo electrodensoexcéntrico. En el polo apical presentangruesas

microvellosidadesquepuedenserrestoscitoplasmáticostrasla exocitosis.Fíg 17.

Nohemosobservadoscélulasparietalesen la proximidadde lascélulasO -uotras

célulasendocrinas-nide las célulasmucosas.
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Fig 16. CélulaG. Perro.N: núcleo,g: gránulosde secreción,d: desmosomas,n: núcleode
un mucocito,/jwolongaciones de la membrana,* gránulosmucosos.
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Hg 17. Aspecto ultraestructuralde una glándulapilórica del perro. M: inucocitos, nG:
citoplasmade célula endocrinano secretorade gastrina,u: célula mioepitelial, L: luz
glandular,,/prolongacionesdel plasmalemaformadasprobablementedurantela exocitosis
de los gránulosmucosos.En la luz seobservanestructuraslaminaresde incierto significado
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4.2.2.INMIJNOMARCADO ULTRAESTRUCTURAL.

El estudioinmunocítoquimicoultraestructuralconpartículasdeoro coloidalde 15

nm. presentaunabuenasefialdemarcajeconmuy pococolorde fondo y sin agregaciónde

las partículas.El control negativo(sinel Ac. primario) fue satisfactorio.

Las células O presentandiferente densidad electrónica de marcado que,

independientementede la dilución de los anticuerposy de la puestaen evidenciadel

antígeno,puedereflejardiferenciasen el gradodepérdidade contenidode los gránulos

dentro del citoplasmadurante el procesode fijación. Este fenómenopudieraestar

relacionadocon la acidez de la sustanciade los gránulos durante la maduración

intragranular.(Fig. 18 y 19).

Aunqueel marcajeno provocaamplificaciónde señal,al serel anticuerpoprimario

policlonalpuedenquedarseñaladosdiferentesepitopos,por lo que no puededeterniinarse

el númerode moléculasdegastrinapor unidadde superficie.

En laproximidadde lascélulasO apareceotro tipo celularsin inmunomarcado,con

gránulosmuy electrodensosy heterogéneos,separadosde susmembranasporun haloclaro

periféricoy localizadosensugranmayoríaen la basecelular.El diámetrodeestosgránulos

oscilaentre100y 250mn, llegandolos deforma ovaladaalos 550 nm. Así mismo,estas

células presentagrandesvesículascitoplasmáticasvaciasde hastamásde 800 nm de

diámetro.Es probablequeestetipo celularsegreguesomatostatina.(Fig20,21,22y 23),

4.2.3.GRÁNULOS DE SECRECIÓN DE GASTRINA.
Los gránulosde secreciónde las célulasO tienenunidadde membranay sonde

tamañorelativamenteheterogéneo.Susdimensionesoscilanentre160 y 375 nm. Suelen

sermuy numerososy de diferenteelectrodensidad,sin serésta,en cualquiercaso,muy

marcaday no presentanunaclaratendenciaa localizarseen la basecelular. No hemos

observadoexocitosispor fusióndel gránuloconla membranaplasmática.
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Sg 18. Inmunomarcado uitraestructural de una célula G de la mucosapilórica del perro.
Se observan algunos gránulos citoplasmáticos electrodensosintensamentepositivos £í.t) y

gránuloselectrolúcidos marcados en su periferiaS).
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Hg 19. Celula G. Perro. Inmunomarcado con particulas de oro de 15 mu. Se observa gran
predominio de gránulos electrolúcidos. N: núcleo. Detalle: un gránulo electrodenso
rnteRsamentepositivo.
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núcleo. Flechas:Fig 24. Célula productora de gastrina flanqueadaspor células mucosas.Nt

gránulosde secreciónelectrodensosintensamentemarcados. x22.400.
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Fig 25. Célula 6 con gránulos de secreciónelectrodensos,uno de ellosen la escotadura del
núcleo (N) x32.OOO.
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Todoslos tiposde gránulospresentaninmunoreactividadparagastrina,apareciendo

másintensamentemarcadoslos máselectrodensos,confirmandoasí la naturalezade la

célula; sin embargo,tambiénquedandepositadaspartículasde oro en otros lugaresdel

citoplasmay sóloenestascélulas(inclusoempleandomayoresdilucionesdel anticuerpo).

La densidadde las partículasde oro oscilaentre 12 y 35 porgránuloelectrodenso.

La inmunocitoquimicaelectrónicarevelaque en las célulasdespuésde la fijación

a pH 7, la reactividadde gastrinaseobservaen su mayorparteen el citoplasma,en el

interiorde gránuloselectrodensoseintermediosy en la periferia-perono dentro-dc los

gránuloselectrolúcidos.

Tras la fijación apH 5, la inmunoreactivídadde gastrinaeravisible principalmente

en los centrosde numerososgránulosintermediosy muy escasaenel citoplasma.A este

pHsoloseobservanalgunosgránuloselectrolúcidos.
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4.3. RADIOINMUNOANÁL[SIS DE GASTRINA.

4.3.1.CONCENTRACIONES BASALES DE GASTRINA SéRICA.

Los vaJoresde gastrinaséricabasalobtenidosen perros,consideradossanos,de

diferenteedad,sexoy raza,encondicionesde ayunode24 horasseencuentran,en general,

por debajode 100 pglml.

Sobre 125 determinacionesbasalesde gastrina,sin consideraredady sexo, se

obtuvounamediade 46.74pg/ml. + 22.92conun valormínimode 11 y un máximode 109

pg/ml, errorde la media(SEM) 2.05. Fig. 26.

Diagrame de dispersión de 1
120 - [lasconcentraciones basales de gastnna

u u
1o0~ • u
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u U ••uu •u JL; 9,u ¿u u• •U~”U%.9>~

9huí.I
20 • u u mm

Fig26

De estossueros,tan sólo 2 (1.6%) presentaronunaconcentraciónbasalde la

hormonapor encimade 100 pg/ml. y 21(16.8%)por debajode25 pglml. Estosdatosse

recogenen la Tabla7
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TABLA 7
CONCENTRACIÓN BASAL DE GASTRINA EN EL PERRO

NUM. SEXO EDAD RAZA GASTRINA BASAL pg/ml

M 16
2 M 6
3 M ¡5
4 M 19
5 NI 11
6 NI ¡0
7 M ¡3
8 1-1 6
9 1-1 5
¡0 M 3
II 1-1 4
¡2 NI 8
13 M 4
¡4 M 4
¡5 1-1 6
16 1-1 4
17 NI 7
¡8 M 6
19 M 5

20 M 7
21 FI 4
22 M 5
23 NI 4
24 NI 4
25 M 3
26 NI 4
27 NI 4
28 M 4
29 NI 5
30 NI 6
31 M 3
32 NI 3
33 NI
34 II 9
35 NI 8
36 M 4
37 NI 7
38 1-1 6
39 FI 5
40 NI 1
41 NI 1
42 1-1 2
43 1-1 2
44 II 40
45 M 9
46 FI 1
47 II 6
48 II 4
49 FI 4
50 FI 7
51 FI 9
52 U 8
53 II 9
54 [1 1
55 FI
56 FI 2
57 FI
58 NI
59 II 3

COLME
MASrUN
PASToRALEMÁN
MESTIZO
MESTIZO
PASTORALEMÁN
MESTIZOMASTÍN
PASTORALEMÁN
PASTORALEMÁN
PASTORALEMÁN
PASTORALEMÁN
PASTORALEMÁN
MESTIZO
PASTORALEMÁN
BOXER
PASTORALEMÁN
GALGOESPAÑOL
PASTORALEMÁN
PASTORALEMÁN
GALGO ESPAÑOL
POINTER
SCI-INAUZER GIGANTE
PASTORALEMÁN
PASTORALEMÁN
PASTORALEMÁN
PASTORALEMÁN
PASTORALEMÁN
PASTORALEMÁN
PASTORALEMÁN
SEITER
PASTORALEMÁN
PASTORALEMÁN
MESTIZO
MASTÍN
GALGO
MASTÍN
PASTORALEMÁN
MESTIZO
MESTIZO
PASTORALEMÁN
MESTIZOMASTÍN
TERRIER
TERRIER
TERRIER
MESTIZO
MESTIZO
MESTIZO
MASTÍN
PASTORALEMÁN
PASTORALEMÁN
PASTORALEMÁN
MASflN
MESTIZO
MESTIZO
MESTIZO
MESTIZO
PASTORALEMÁN
MESTIZO
MESTIZO

65
76
¡09
56
86
83
87
98
68
85
50
82
46
65
63
38
79
42
25
78
73
77
56
56
98
82
67
93
70
31
46
61
4’
86
78
40
45
44
39
19
32
39
42
SI
34
29
26
44
38
3’
40
40
79
23
28
‘9
28
II
30
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60 M 7 SETTER 34
61 1-1 1 MESTIZO 47
62 FI . 2 PASTORALEMÁN ¡.8
63 M 5 PASTORALEMÁN 39
64 M 8 PASTOR ALEMAN 46
65 M 4 MASTíN 40
66 NI 2 MESTIZO 33
67 M O MEST. 1’ MIMAN 43
68 M ¡O MESTIZO 49
69 M 3 PASTORALEMÁN 36
70 M 4 PASTORALEMAN 54
71 NI 2 PASTORALEMAN 59
72 NI 2 MASTÍN 32
73 M 9 MESTIZO 34
74 NI 5 PASTORALEMÁN 79
75 U ¡ MASTN 35
76 M 7 MESTIZO 32
77 NI 9 PASTORALEMAN 41
78 M 2 MESTIZO 24
79 NI 1 MESTIZO ¡3
80 M 3 MESTIZO 36
81 NI 2 MESTIZO 50
82 NI 1 MESTIZO 42
83 NI 1 MESTIZO 41
84 NI 1 PASTORALEMÁN 39
85 FI 1 . PASTORALEMAN 36
86 H 1 PASTORALEMÁN 20
87 M 1 PASTORALEMÁN 33
SS FI 1 MASTÍN 44
89 M 1 PASTORALEMAN 48
90 NI 1 MESTIZOMASTÍN 32
91 II 1 PASTORALEMÁN 27
92 FI 1 COCKER 60
93 H 1 GRAN ¡JANES 60
94 NI 3 PASTORALEMÁN ¡4
95 M 3 PASTORALEMAN 29
96 II 5 MESTIZO 33
97 FI 7 MEST. PEELGA 24
98 1-1 lO MESTIZO 15
99 1-1 5 MESTIZO 32
lOO M 3 PASTORALEMÁN 20
101 1-1 4 PASTORALEMÁN 23
102 M 4 NIASTIN 62
103 NI 8 PASTORALEMAN 58
104 NI 7 PASTORALEMÁN 66
¡05 NI 12 PASTORALEMÁN 91
106 NI 13 MESTIZO 101
¡07 NI 1 SCHNAUZER 010. 58
¡08 H 9 MESTIZO 23
109 FI II COCKER 27
¡lo NI ¡ BEAGLE 21
III M 1 BEAGLE 23
112 NI 1 BEAGLE 19
113 FI 1 BEAGLE 28
114 FI 1 BEAGLE 30
115 FI ¡ BEAGLE IV
116 U 15 MESTIZO 26
117 NI 1 PASTORALEMAN 20
lIS NI ¡ PASTORALEMAN ¡8
119 M 1 PASTORALEMÁN SI
120 M 1 PASTORALEMAN 34
121 M ¡O PASTORALEMAN 78
¡22 M 9 MESTIZO 46
¡23 M lo MESTPALEMAN 81
124 FI 9 MESTIZOMASTIN 39
¡25 II ¡0 MESTIZOMASTIN 63
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4.3.2. CONCENTRACIONES BASALES DE GASTRINA SEGÚN

EDAD Y SEXO.

RESPECTO A LA EDAD.

En el grupoA, formadopor34 perrosmenoresde 1 año, la concentraciónmedia

de gastrínainmunoreactívaen sueroerade 3 168pg/ml ± 1304, SEM 2.27, rango49 y

valoresextremos11 y 60 pgs.

Enel grupoB, compuestopor64 perros,sehaobtenidoun valor mediode gastrina

séricade49.33 pg/rn!+ 21.22,SEM 2.67,rango84 y valoresextremosde 14 y 98 pgs.

Parael grupoC, formadopor27perros,la concenfraciónmediade gastrinafuede

59.59 pg/ml + 25.79, SEM 5.06, rango94 y valoresextremosde 15 y 109pgs.

Aplicandola -Studentseobservaqueexistendiferenciasmuy significativasentre

la mediaaritméticade lasconcentracionesde gastrinadel grupoA respectoa losgrupos

13 y (2 (p < 0.005).Siendop = 0.054entrelos dosúltimos grupos. (F¡g 27).

Existeunacorrelaciónlineal (y = a+ bx) entrela edady el nivel de gastrinaen el

perro(r: 0.459).(Fig. 28).

RESPECTOAL SEXO.

GrapoA: 19 machosy 15 hembrasentreOy 1 año.

Perras:gastrinabasalmedia:32.13pg/ml + 12.90,lImites 17 y 60. SEM 3.44.

Perros:gastrinabasalmedia:31.31 pg’ml ± 13.14,limites 11 y 58. SEM 3.09.

Noexistendiferenciassignificativas(p> 0.05)entreambasconcentracionesmedías

de gastrinabasal.

Grapo B: 42 machosy 22 hembrasentre2 y 8 años.

Perras: gastrinabasalmedia: 41.45pg/ml& 18.86,limites 18y98.5PM4.11.

Perros:gastrinabasalmedia:53.45pg/ml ±21.22,limites 14 y 98. 5PM3.31.
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En este grupo sí existen diferencias significativas (p < 0.05) entre las

concentracionesmediasde gastrinaséricade ambossexos.No siendosignificativaslas

mediasde edades(M: 4.5±1.8y H: 4.6+ 1.7>.

Grupo C: 17 machosy lO hembrasentre 9 y 19 años.

Perras: gastrinabasalmedia:47 pg/ml ±23.40, límites 15 y 86. SEM7.69.

Perros: gastrínabasalmedía: 66.18 pg/ml ±22.45,límites 34 y 109. SEM 5.8.

Enestegrupolos resultadosestánligeramentepor encima(p = 0.06)del limite de

significación.Lasmediasdeedades(M: 11. t + 3.9,H: 10.1 + 1.7) no sonsignificativas.

Sin embargo,si comparamosel total de individuosde ambossexos,78 machosy

47 hembras,cuyasmediasdeedadno presentandiferenciassignificativas(H: 4.6 ±3.5, M:

5.2 ±4.2),obtenemoslos siguientesresultados.(F¡g29).

HEMBRAS

mediaant.39.21

desv.std. 18.93

mm. 15

max. 98

error std. 2.79

MACHOS

mediaant. 51.28

desv.std. 23.77

mm. 11

max. 109

error std. 2.71

Enconsecuencia,losmachospresentanconcentracionessignificativamentemayores

de gastninabasalquelashembras(p< 0.005)Fig30.

Ademásen losmachosexisteunacorrelaciónestrechaentrela edady el incremento

de gastrinaensangre(coef.cor.0.55;p < 0.01).Estacorrelación,sinembargo,no se observa

enlashembras(coef.cor.0.21).
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CONCENTRACION BASAL DE GASTRINA EN
RELACION CON LA EDAD
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CONCENTRACIÓN BASAL MEDIA

DE GASTRINA EN RELACIÓN CON EL SEXO
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4.3.3.VALORES DE GASTRINA A LOS 30 MIN. DE LA [NGESTA.

En la Tabla8 seexpresanlos resultadosobtenidosen 30 perrosde ambossexosy

diferentesrazas,con edadescomprendidasentre5 y 10 aflos, alos que sesuministraron

diferentesdietas.

N SEXO EDAD RAZA DIETA G.BAS G.30’ INCRE

1 11 6 POINTER 1 77 107 30

2 M 8 SETTER 1 31 61 30

3 M 8 PASTORALEMAN 1 42 120 78

4 M 6 PASTORALEMAN 1 56 138 82

5 M 6 PASTORALEMAN 1 56 124 68

6 M 5 PASTORALEMAN 1 98 128 30

7 M 6 PASTORALEMAN 1 82 95 13

8 11 8 PASTORALEMAN 2 98 129 31

9 11 7 PASTORALEMAN 2 68 103 35

10 M 5 PASTORALEMAN 2 85 101 16

11 M 6 MASTIN 2 26 102 74

1211 9 MASTIN 2 66 145 79

13 M 10 PASTORALEMAN 2 83 201 118

14 M 9 PASTORALEMAN 2 44 62 18

15 11 6 PASTORALEMAN 2 50 75 25

16 M 8 MESTIZO 2 61 129 68

17 M 10 PASTORALEMAN 3 82 98 16

18 M 6 PASTORALEMAN 3 67 89 22

19 M 9 MESTIZO 3 40 78 38

20 M 8 PAS17ORALEMAN 3 35 50 15

21 M 9 PASTORALEMAN 3 93 108 15

22 M 7 MESTIZO 3 46 66 20

23 1-1 6 PASTORALEMAN 3 32 120 88
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24 M 7 PASTORALEMAN 3 41 63 22

25 M 10 MESTIZO 4 98 263 165

26 M 8 MESTIZO 4 75 209 134

27 M 10 GALGO 4 78 216 138

28 H 8 MASTIN 4 79 152 73

29 M 8 PASTORALEMAN 4 45 153 108

30 M 6 MESTIZOMASTIN 4 62 147 85

NOMBRE N MEDIA STD SEM MINIMO MAXIMO

GASTR BASAL 30 63.2 21.8 3.9 26 98

GASTRINA 30 ni¡n. 30 121 50.2 9.1 50 263
Tabla 8

Aplicandoel test de comparacióndedosmediasparadatosapareados,seobtiene

un incrementomuy significativo (p<0.001) de la gastrinaa los 30 minutostrasla ingesta

sobrela basal(F¡g31). Estosincrementostambiénsonsignificativosparacadaunade las

dietas(F¡g 32).

Tambiénseobserva(aplicandoel coeficientede correlaciónlineal de Pearson)una

relacióndirectaentrela edady el incrementodela hormonatrasla comida.

Estosresultadossuponenun incrementomediode gastrinaensuerotrasla ingesta

de 57.8 pg/mI. a los 30 minutos,sin embargose observangrandesdiferenciassegt¡nel

alimento suministrado,queoscilanentre 13 y 165 pglml.

Con las dietas n0 1, 2, 3 y 4 seobtuvieronunos incrementosmediosde las

concentraciones de gastrina de 47.28±27.8, 51.55±34.8, 29.50±24.7y 117.17±34.86

pg/mI. respectivamente,siendosignificativaslasdiferenciasobservadasentrela dietan0

4 y las otras tres (p < 0.005)(F¡g33). Hay queseñalarqueexisteunafuertevariabilidad

individual enla respuesta.
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PRUEBA DE ESTIMULACION DE GASTRINA CON
DIFERENTES ALIMENTOS
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4.3.4.CURVAS DE GASTRINA SEGUN TIPO DE ALIMENTACIÓN.

En las tablas9, 10, 11, y 12 serepresentanlos valoresde gastrinaparadiferentes

dietas.

DIETA 2. PIENSOSECO. EP

N0 deanimales:2

N0 SEXO BASAL 15’ 30’ 45’ 60 75’ 90’ 105’ 120

M 66 134 145 152 169 100 97 80 61

1* M 44 48 62 70 64 23 21 17 19

•2 M 26 66 100 161 197 114 81 62 48

MEDIA 46 100 122 156 183 107 89 71 54

DES.EST. 28 48 31 6 19 10 11 13 9

SEM 20 34 22 4 14 7 8 9 6

Tabla 9.

* Se administró solamente el 25% de la cantidad antenor, considerada normal,

(estosvaloresno sehantenidoen cuentaparael cálculo estadístico).(Fig. 34).

Por simplificar, solosereflejanvaloresenterosen losparámetrosconsiderados:

DIETA 3. PIENSOSECO.ER

N0 deanimales:2

N SEXO BASAL 15’ 30’ 45’ 60’ 75’ 90’ 105’ 120’

3 M 12 52 73 89 101 59 38 30 29

4 M 32 68 120 151 140 93 90 81 62

60 96MEDIA 22 60 96 120 120 176 64

14 11 33 43 27 124 36 36 23DES.EST.
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SEM lO 8 23 31 19 17 26 25 16
Tabla10.

DIETA 4: CARNEPICADACRUDA.

N0 de animales: 4

N” SEXO BASAL 15’ 30’ 45’ 60’ 75’ 90’ 105’ 120’

2 M 62 81 147 118 103 94 86 81 70

3 M 24 45 54 54 161 57 50 48 44

4 M 35 46 50 139 59 58 55 56 50

5 H 58 144 117 98 74 66 61 59 53

MEDIA 44 79 92 102 99 68 63 61 54

DES.EST. 18 46 47 36 45 17 15 14 11

SEM 9 23 23 18 22 9 8 7 5

Tabla 11

DIETA 5. ARROZCOCIDO.

N0 de animales: 4

N0 SEXO BASAL 15’ 30’ 45’ 60’ 75’ 90’ 105’ 120’

3 M 16 18 18 21 88 28 17 17 18

4 M 25 28 30 33 39 49 45 44 37

5 II 45 57 62 66 75 100 83 61 56

6 M 26 34 54 63 68 70 56 26 21

MEDIA 28 34 41 45 67 61 50 37 33

DES.EST. 12 16 20 22 20 30 27 19 17

SEM 6 8 10 11 10 15 13 9 8
Tabla 12
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En laF¡g. 35 serepresentanlas curvasde respuestade gastrinaalas dietasnúmeros

3,4y 5.
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CURVAS DE GASTRINA TRAS DIFERENTE CANTIDAD DE ALIMENTO
Dieta 2: PIENSO SECO
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5.1. VALORACIÓN DE LAS TJ=CNICASDE TRABAJO.

5.1.1.TECNICAS INMUNOCITOQUÍMICAS.

a.- Inmunoh¡stoquíniicaenzimáticaeh microscopiaóptica.

Como procedimientoseficacespara la identificaciónde moléculasbiológicas

especificas se han utilizado sistemas basados en la detección por anticuerpos, que presentan

diversas ventajas, quizás las más significativas son su potencial especificidad y

sensibilidad.

Los métodos de marcajeindirectosproducenmenorcolor de fondo y soncapaces

de una mayor amplificación de señal. Cada anticuerposeuneasuantígenodianay presenta

múltiples blancospara el reactivosecundario.El método utilizado en estetrabajoes

básicamenteel publicadoporPolaken 1987.

Aunquela altaafinidadentrela avidina,unaproteínade la claradel huevode pm.

68000y lavitaminabiotinano estáplenamenteaclarada,estainteraccióneraaprovechada

porprimeravez al principio de la décadade lossesenta.

La biotinapuedeunirseaunavariedadde sustanciascomosoninmunoglobulinas,

toxinas,hormonaso ácidosnucléicos.La sustanciamarcadaconbiotina es visualizada

despuéspor la avidinaconjugadaconfluoresceína,ferritina o peroxidasade rábano.

Sin embargo,la utilidaddel sistemabasadoenbiotina-avidinaestálimitadopordos

inconvenientesprincipalesasociadoscon la estructuraquímicay propiedadesde la avidina

(Chalet y Wolf 1964):

1) La avidina tiene un puntoisoeléctricode aproximadamentediezy tienepor tanto

unacargapositivaaltaapH neutro,Comoresultado,seune de una manerano específica

amoléculascargadasnegativamentecomosonácidosnucleicoso fosfolípidosoriginando

un marcadocolorde fondo.
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2) Esta forma de avidina es una glicoproteina y puede reaccionarcon otras

moléculas biológicascomoson las lecitinas,por medio de sucontenidoen carbohidratos

(7%).

Medianteestudiosde electroforesisen columnacongel de poliacrilamidaChaiet

y Wolf (1964) llegaronadeterminarquehastacuatromoléculasde biotinapodíanunirse

acadamoléculade la proteinade60.000daltons(estreptavidina),frentea las tresqueque

sehanreconocidoen avidina.

La ventajadel empleode estreptavidinaesla eliminaciónde las propiedadesde

unión no específicasinherentesala avidina. La estreptavidinatieneun puntoisoeléctrico

de 6.5y no tienecarbohidratospor lo quepresentaun menorcolorde fondo y unamayor

señalquela avidina.

La amplificación de la señal en el sistema estreptavidina-biotinase logra

aprovechandola habilidaddel anticuerposecundarioparano reconocermasqueun lugar

del anticuerpoprimarioy por biotinilacióndel primeroenmúltiples lugares.

Por ello, el sistemaestreptavidina-biotinaproporcionaunasensibilidadsuperior

ala delcomplejoavidina-biotinaconvencional(ABC). Estatécnicatambiénesventajosa

frente al método peroxidasa-antiperoxidasa(PAP) ya que empleaun único reactivo

universalmarcado(estreptavidinaconjugadaa enzima),en lugarde diferentescomplejos

PAl> paracadasistemaanimal.

La estreptavidinapuedeunirsea fluoresceína,rojo Texas,peroxidasa,fosÑtasa

alcalina,beta-galactoxidasay oro coloidal.

Lasventajasde la técnicade Estreptavidina-Biotina-Peroxidasa(S.B.P.)frente a

la técnicade Inmunofluorescenciasonprincipalmentelassiguientes(Polak, 1987):

-Visualizala morfologíatisular (medianteel empleode tinción decontraste).
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-Largaduraciónde las preparaciones(semi-permanenteso permanentes).

-Empleo del microscopio óptico convencional.

-Es, al menos, tan sensible como los métodos de inmunofluorescencia (DeLellís,

1981>.

Lasdesventajasson:

-El empleode un mayornúmerode pasosque en inmunofluorescencía.

-El uso de sustancias cromógenaspresumiblementecancerígenas:DAR

(diaminobenzidina),AEC (amino-etil-carbazol).

b..- Inmunoktstoqa(micacon partfculasde metalespesados(oro coloidaly plata)en

microscopiaóptica.

El empleoprácticode estastécnicasesreciente.Fueronintroducidasprimeramente

porFaulky Taylor(1971)cuandoabsorbieronpartículasdeoroen un anticuerpode conejo

anti-salmonela.

A mediadosde la pasadadécadacomenzóa emplearseel oro coloidal en

inmunohistoqulmicay desdecomienzodelos 90 el “realzado” o intensificadoconplata

(SílverEnhancíng),método que ha provistode unaaltaespecificidady sensibilidada las

técnicasparala visualizaciónde antígenosenmicroscopiaóptica.

Un conjugado de oro coloidal consiste en una suspensión de partículas de oro

unidas a una proteinao macromoléculaseleccionada que actúa como anticuerpo. El tamaño

de la partícula de oro oscila desde 1 a 100 nm.

La conjugacióndelas proteínasseleccionadasa laspaniculasdeoro dependede

al menostresfenómenosfisicos:

-Atracción de la carga negativade la partículade oro a la proteínacargada
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positivamente.

-Absorción hidrofóbica de la proteína en la superficie de la partícula de oro.

-Ligamientodel oroasulfuro(ligamientodativo), cuandoéstepuedaexistir en la

estructura de la macromolécula.

El oropuedeconjugarseconunaampliavariedadde macromoléculasincluyendo

proteínas,carbohidratos,polisacáridos,enzimasy ácidosnucléicos.

El oro conjugadopuedeemplearsepara demostracióndirectao indirectade

antígenos.El método directoesel mássimple; sinembargo,en el métodoindirecto es

necesarioun anticuerposecundarioparadetectarel primario.De estemodoseproduceuna

amplificaciónde laseñalquepuedeserdehasta8 vecescomparadoconel métododirecto.

Los conjugadosde anticuerpo-oroson absorbidosen gammaglobulinas,de

determinadaespecieanimal,mezcladaconun dializadodeetilenglicol,dejandola mezcla

en reposo y a temperatura ambiente durante 15 mm. y centrifugando después a 50C a

30,000 rev/min.(Faulk y Taylor, 1971).

Para microscopia óptica pueden eniplearse partículas de oro de un diámetro de 1 mix

ó Snm.

El tipo de fijador a emplear es importante. El formaldehído respeta más el antígeno

que el glutaraldehido, sin embargo este último conserva mejor las estructuras. Puedeser

convenienteel empleode ambosfijadores.

Sedebeevitarel empleode adhesivosquecontienenelementosmetálicoscomo

aluminio,cromo,etc,ya quepuedencausarprecipitaciónde la platasobreel porta; o poli

L-lisina que puede causaratracciónde las partículasde oro al portaobjetos.Puede
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reforzarsela adherenciade las seccionesmedianteel calentamientode las muestrasa600C

durante5 minutos antes de desparafinar.

Las panículasmás pequeñastienen mayor afinidad que las grandesya que la

panículade 1 nm esmenorquela moléculaanticuerpo(inmunoglobulina)y tienemayor

poderdepenetraciónen las célulasy tejidos sinnecesidadde aumentarla permeabilización

mediantedetergentesquepuedencausardañosy pérdidasdeconstituyentesintracelulares.

El oro metálicocatalizala reducciónde los ionesde plata(lactatode plata,muy

sensiblea la luz) a plata metálica en presenciade un agentereductor como es la

hidroquinona(Danschery Nórgaard,1983).

La diferenciade estesistemaconel reveladofotográfico(químico) normalesla

fluentede los ionesde plata. Enel reveladoquímicosoloseaportala sustanciareductora;

los ionesdeplataseoriginande la disolucióndelos cristalesde bromurode platade la

emulsiónfotográficaporexposicióna la luz y pasanposteriormenteaplatametálicapor

accióndel agentereductor,

El reveladoinmunohistoqulmicocontieneal mismotiempolos ionesde platay la

sustanciareductora.

El empleodeplataparaaumentarla señaldel oro en laspreparacionesobservadas

conmicroscopioóptico,hacecrecerlaspartículashastaaproximadamente200mw al cabo

de unos10-15minutos,haciendoevidenteunacoloraciónpardo/negrasobrela muestra.

Ventajas:

Este procedimientoes simple y puedeseguirseel desarrollode la reacción

observándolaal microscopioconluzepipolarizada(aumentala sensibilidad)o en campo

claroy deteniéndolaenel momentomásadecuado,medianteinmersiónen aguadestilada
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En estatécnicano hay interferenciacon actividadenzimáticaendógenay su

sensibilidades muy alta. Los limites de mínimadetecciónpuedendeterminarsepor

inmunob¡otting.Los test de control de calidadrequierenquetodos los conjugadosde IgO

detectenal menos10 pg de proteína(IgO deconejoo ratón), aunqueel limite normalmente

alcanzala regiónde 1 pg.

Lasaltasdilucionesdelos conjugadosde oro reducenla posibilidadde unionesno

especificasacomponentesaltamentecargadosde la matriz del tejido (ácidosnucléicos,

componentesdel estroma,célulasnecróticas,etc.).

La técnicade tinción con inmuno-oro-platade antígenoscelularesy tisulareses

sensible,rápida y de muy alta resolución,permitiendoel empleodel Ac. primario a

mayoresdiluciones.Puedeemplearseen seccionesde parafina, resmay criostato.La

reacciónesvisiblea los 5-15minutos, tiempo en el que la partícula alcanza un tamaño de

250 nm.

Los materialesempleados en el marcajeconoro no sonde manejopeligrosoy el

procedimiento de incubación comprende simplementedospasos,produciendouna tinción

másintensaque la técnicade peroxidasa.La morfologíadel tejido quedaperfectamente

visualizadamedianteel empleode Hematoxilina-Fosína,coloracióntricrómica,etc.

La inmunotinciónmedianteoro-platapresentamayor intensidad,a las mismas

diluciones,que la técnicaPAP -ftentea la quetambiénesventajosala técnicade SBP

empleadapornosotros-principalmenteen la demostraciónde neurofilamentos,calcitonina,

gastrina y CCK. Springall y cols. (1984),recomiendanestemétodo parael estudiode

célulasendocrinas.

c.- Inniunocitoqui¡nicaen microscopiaelectrónica.
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La inmunocitoquimica electrónica nació hace tres décadas cuando S.J. Singer

introdujola proteínaferritinaconteniendohierrocomouna partícula marcada que podía

conjugarseconanticuerposy visualizarseen el microscopioelectrónico.Es un métodoque

combinala altaresolucióny la especificidady sensibilidaddela inmunocitoquimica.

La inmunocitoquimicaultraestructuralya fue consideradacomounatécnicamás

sensiblequeel radioinmunoensayo(Moriarty y cols.1973). Paraestosestudiosen principio

se utilizó la ferritina conjugadaa inmunoglobulina. Teóricamente,ahora es posible

localizar,conaproximacióndenanómetro,un amplio rangode moléculasbiológicas.

La técnicade marcaje,medianteoro coloidal haceposibleel desarrollode la

inmunohistoquimicade altaresoluciónmedianteel empleodel microscopioelectrónico.

Básicamente hemos empleado la técnicadescritaporMerighi (Polaky Priestley,1992),

originalmente introducida por Larsson, en la cual existe una buenarelaciónseñal-fondo

(signal-to-noise).

Cuando se requiere alta resolución (superior a 100 nni), doble unión o

cuantificación,la tinción post-inclusiónesprobablementeel métododeelección(Polaky

Priestley, 1992). El inconveniente,sin embargo, radica en que el antígenoy la

antigenicidadsepierdesiempredurantela inclusióny porello, si un antígenoestápresente

a bajaconcentración,es lábil o sensiblea la deshidratacióne inclusión,puedehacerse

necesarioel empleodelprocedimientodetinciónpreviaa la inclusion.

Respectoa los fijadores,esnecesarioaclararqueesmuy dificil unacomparación

entrelos resultadosobtenidospor diferentesgruposde investigadoresporquelos efectos

de la. fijación varianno solocondiferentesantígenosy tejidos,sino tambiéncuandose

empleandiferentesantisuerosparateñir cl mismoantígeno(Polaky Priestley,1992).

Una buenafijación en inmunocitoquimicasedebateentreretenerel antígenoy

mantenerla estructura.La primera mcta de la microscopiaimnunoelectrónicaes la
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correlación de estructura y función. Mortenseny Morns (1977), observaronque las

condicionesde fijación tienenefectosobrela aparienciaultraestructuralde los gránulosde

gastrinaen la rata.

En general,el parafornialdehídoentre1 - 4%no tieneefectosadversossobrela

antigenicidaddemuchasmoléculasbiológicasque puedenlocalizarsepor inmunotincion.

El glutaraldehidotieneunamoléculabastantemayorqueel anteriorfijador, por lo

cual su poderde penetraciónen el tejido esmás bajo. Sin embargo,es un reactivo

bifuncional y se entrelazacon las proteínas tisulares más eficazmenteque el

paraformaldehído.

Grandesantígenosproteicospuedendestruirseaconcentracionessuperioresa0.5%

de glutaraldehído.Lospéptidosy pequeñasproteínaspuedenfijarse conconcentraciones

de 0.5 a 2%, y antígenosmuy pequeñoscomo aminoácidos,puedenfijarse a altas

concentraciones(5%) (Polaky Priestley,1992).

La fijación con ácido tánico evidenciamejor las membranascelularesy los

procesosde exocitosis(Mizuhiray Futaesaku,1972).

Ennuestraexperienciala mejorfijacióny ultraestructuraseobtuvoconel fijador

n02,esdecir,conGlutaraldehídoal 0.5%y Paraformaldebidoal 4% durante3 horas.

Un aspectomuy importanteen la técnicainmunoelectrónicaesel empleodeuna

resmaadecuaday un procedimientoóptimoen la procesode inclusión.Lasresinaspara

inclusiónutilizadasenmicroscopiaelectrónicapuedenser:

-ResinasEpoxí (ej. Araldita,Epon,Spurry resinaspolíesterscomoel Vestopal)son

hidrofóbicas,no polares,rechazanel aguaypuedenproducirun incrementoen la atracción

hidrofóbicainespecífica.
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Segúnnuestraexperiencialas resinasepoxidanmuy buenaseñal,peroaumentan

el mido de fondoy se pierdebastanteultraestructura.

-ResinasAcrílicas (ej. LR White, LR GoId, Lowicryl K4M, Historesin-antes

— Technovit7100-Bioacryl... ) sonhidrofilicas,humedecenbien la superficiede la sección

con lo cualsereducelasunionesno especificasde la resma,sin embargola naturalezano

cíclicade la resmano conservatotalmentela integridadestructuraldeltejido y las muestras

sonmenosestablesala emisiónde electrones.

Nosotroshemosempleadouna rexinaepoxi: Araldita, y dos resinasacrílicas:

Historesin y Bioacryl (Unicryl), esta última es unanueva resmaacrílica polar, muy

hidrofilica, derivadadelGMA (glicol-metacrilato)(Manaray cols. 1993;Gonzálezy cols.

1994). Estáconstituidapor ésteresde acrilatoenun 94%y monómerode estirenoen un 4%

Amboscompuestossontóxicosy han sidoreconocidoscomocancerígenosen animales

de laboratorioy tambiénpuedencausarefectosmutágenosy teratógenos.La resmadebe

sermanipuladaconprecaucióny empleandomedidasde protección.

Estaresmapresentaimportantesventajasen suempleoy es la quenosha dado

mejoresresultadoseninmunocitoquimicaelectrónica,quepodemosresumiren unamejor

preservacióndel antígeno,unamenortinción defondo (aunquela señalestambiénmenor),

buena estabilidad y un amplio rango de polimerización. En consecuencia, las imagenes que

se obtienen en el microscopio electrónico de transmisión muestran una mejor

ultraestructura que la obtenida mediante el uso de otros medios de inclusión, siendo

mínima, además, la retraccióncelulary tisular.

La inclusiónenUnicryl puederealizarsepor calor aplicado sobre bloquespequeños

(1 ml.) segúnla Tabla13.
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TEMPERATURA TIEMPO DE POLIMERIZACIÓN

2-3 días

1-2 días

Tabla 13

Hay quetenerpresentequeduranteel procesode polimerizaciónseoriginacalor

por la reacciónexotérmicaquetienelugar. Estatemperaturapuededañarel antígenosi es

demasiadoalta. Losbloquesdemayortamañopolimerizanmásrápidamente,precisamente

por originarseunamayorreacción.

La polimerizaciónpor radiacciónultravioletaseutiliza entejidosquesonsensibles

ala temperatura.La luzultravioleta,en estaresma,puedeemplearseen un rangode -1 O0C

a +200C.Comoprocedimientode referencia,empleandodos lámparasultravioletasde

longitud de ondade 360 tun y de 8w de potenciaa unadistanciade 15 cm. y a una

temperaturade 40C,el procesodurade 2 a 3 días.

La tesinatambiénpuedepolimerizarpordisminuciónprogresivade la temperatura

hasta-30C durante8-10 horas,mientrasse realizala deshidrataciónpor alcoholesa

concentracionescrecienteshastael absoluto (1 hora en cadauno). El alcohol etílico

absoluto,a.I igual quela tesina,permaneceliquido a-500C.

Los problemaspianteadosenel empleode estasresinasestáncontempladospor

diversosautores(Scalay cols. 1992;Polaky Priestley,1992;Gonzálezy cols. 1994 ).

Cuandoestábienpolimerizadala resmaUnicryl presentaunamayorsuperficiede

corte en seccionesmenoresde 0.1 - 0.2 ~imde maneraque se produceunamayor

exposicióndel antígenotisular, aumentandopor tantosureactividad.Laspartículasde oro

no debenquedararracimadasen las preparaciones, no debiendo quedarmásde tres

partículasjuntas.
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Nosotroshemosempleadoparala polimerizaciónel procedimientode incubación

de laspiezasa 550 durante2 días,obteniendobuenosresultados,ya que la hormonaen

estudioesbastanteresistentea estatemperatura.

La perfusión“in vivo” conácidotánicoal 1%, en un animalbajo anestesia,puede

detener la exocitosisde los gránulosde la célulasecretora, o hacerla más lenta, de este

modo puedevisualizarseen las preparaciones(Newmany cols. 1991). No obstante,la

perfusiónvascularpresentaproblemasprácticosen suaplicación,fundamentalmenteen lo

referente a la presión aplicada y al tiempo de perfusión. La presión debe ser,

aproximadamente,el equivalentedela sistólicadel animal,queen la rataes de 180 mmHg.

Estoesmuy importanteyaqueunapresiónbajaproduceunaperfusióninadecuaday una

presiónaltaprovocacambiosen la ultraestructuradel tejido (Polaky Priestley,1992).

Encuantoal tiempodeperfusión,hasidodeterminadoparala ratay vienea serde

450 ml. de fijativo en 45 minutos (10 mí/mm). Después,las muestrasseseccionanen

pequeñosbloquesy seincluyendurantedoshorasenel mismofijador.

Ennuestrocaso,hemosoptadoporel procedimientode inmersiónpostmortemdel

tejido en ácido tánico(Huma y cois. 1984),obteniéndoseunamejor observación de las

membranas celulares, sin embargo, no hemospodido observarprocesosclaros de

exocitosis.Debetranscurrirpocotiempoentrela obtenciónde la muestray la fijación.

Conla inmunotinciónúnicapuederealizarseun contajedel númerodepanículas

de oro por áreade tejido. Con el sistemade doble marcadono puederealizarsela

cuantificaciónpor problemasde naturalezaquímicay/o diferenciasen la eficaciadel

marcadocondiferentestamañosde partículas(solapamiento).

Los procedimientosdirectosde marcadosonmássensiblesy convenientespara

inmunoelectrónicaque los indirectos (adición de un sustrato-cromógeno)(Polak y

Priestley,1992).
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El empleo de criosecciones es también una alternativa en microscopia electrónica.

La técnicadefteeze-etchingo congelación-sublimación mediante alto vacío, cubriendo

posteriormentela superficie de fractura con platino y carbono, evita la fijación,

deshidratacióne inclusión,reduciendoal mínimo los artefactosdandoimágenesque se

admitencomomuy próximasa la realidad. No seha realizadoen estetrabajopor los

problemasprácticosque planteasobre todo en lo referentea las modificacionesdel

ultramicrotomode rutina, la crioproteccióndel tejido y la dificultad del marcajecon

partículasdeoro de 15 o inclusode 30 nm.

5.1.2. TÉCNICA DE RADIOINMUNOENSAYO.

El radioimnunoensayo(MA) sebasaenreaccionesdeunióncompetitiva(Piroird

y Lombard,1980).La concentracióndel anticuerpoes normalmente suficiente para fijar

entre 30 y 80%del materialmarcado.El marcajeradiactivoconisótopo1125 radicasobre

los residuosde tirosinade la sustanciaa medir,no obstante,en ocasionessemarcael

propioanticuerpo(¡gO) paraevitarciertosinconvenientes(Kaplany Pesce,1986>.

Esta técnica no presentaamplificación de la señal en contraposiciónal

enzimoinmunoanálisiscon inmunoadsorbentes(ELISA), sin embargo,el límite de

detecciónessensiblementesuperioraotrosensayosde unióncompetitivay ademáspuede

utilizarseconmoléculasde bajoy altopesomolecular.

La técnicade radioinmunoensayo,empleadapornosotros,hademostradoserválida

parala.determinaciónde gastrinaséricaenel perro.

Solotenemosunareferenciade la utilización de estemismokit comercialen el

peno;setratade unestudiosobreel papeldel intestinodelgadoen losnivelesde gastrina

sérica(Catambroney cols, 1980).

Sin embargo, algunos autores han empleado también equipos de
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de diferentesmarcascomercialesbasadosen el empleode gastrina0-17humana(Becton

Dickinson: Gabberty cols. 1984.CambridgeMed. Diag., mc,: Fox y cols. 1990).

5.1.2.a.Coeficientesdevariaciónintrae ínter-ensayo.

Los coeficientesdevariaciónintrae inter-ensayoconrespectoal valormediode seis

y cinco suerosrespectivamente,medidosN veces,quedanreflejadosen las siguientes

tablas:

SUEROS N VALOR MEDIO pg/ml COEF. DE VARIACIÓN.%

A 3 18 0

B 3 88.6 0.56

C 3 16.5 9.09

D 3 18.3 1.60

E 3 28 3.57

F 3 30 3.33
MediaC.V.% 3.02

Tabla14.

SUEROS N VAWRMEDIO pg/nd COEF.DEVARIACIÓN %

12.6 12

32 7.9

10.6 14.2

D 3 20.3 16.9

E 3 20 7.7

Media C.V.% 11.75

Tabla15
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Las lecturasdelas alícuotasdecadasueroserealizarona los 0, 7, y 14 díasde la

obtenciónde la muestra,siendomantenidasentretantoa -200C.
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5.2. VALORACIÓN DE LOS RESULTADOS

5.2.1.INMUNOHISTOQL’ÍMICA ÓPTICA.

No se ha reconocido actividad de gastrina en páncreas del perro neonato ni en el

adulto, como ya han señalado Stanley y cols. (1976), 1-Iawkins y cols. (1987), Rollan

(1994). Bardram y cols. (1990), encuentran indicios de progastrmna en el páncreas del peno,

sin embargo, no hay inmunoreactividad. Kobe y cols. (1976) observaronáreasde

fluorescencia inespecifica, especialmente alrededor de los conductos de esteórgano.Estos

autores tampoco encontraron células positivas a gastrina en glándulas salivares, esófago,

intestinodelgadoy colondel peno.

El hallazgo de Nilsson y Yalow, trabajandocon extractospancreáticospor

radioinmunoensayo,de pequeflascantidadesde la hormonaen tramos posterioresde

duodeno, yeyuno,páncreasy otros lugaresenel perropuededeberse,comoestosmismos

autoresadmiten, a probable reactividadcruzada con colecistoquinina-pancreozimina

(CCK-P) y big-gastrina. Estos autores utilizan extractos de gastrina de cerdo no demasiado

puros.

Creemosde interésseflalarqueen el perro,unavez superadoel esfinterpilórico

prácticamentedejande observarsecélulasO. Reálinenteesrarala coexistenciade estetipo

celularconel caliciformeduodenal.

El análogoestructuralde gastrina(CCK), esunasustanciade 33 aminoácidos,

ancestrodela gastrmnaenvertebradosinferiores;essecretadapor las célulasargiróflíasdel

intestinodelgado,producecontracciónde la vesículabiliar antela presenciade grasaen

el intestino(De Groot, 1989). Sinembargo,no hemosobservadoreactividadcruzadapara

estepéptido.

Los tumoresproductoresdegastrinaen el páncreasprocederíande célulasde los

islotes capacesde expresarel gen-gastrina(Bardramy cols. 1990), posiblementepor
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mecanismos de represión enzimática; en este sentido, hay evidencias de que la

somatostatina puede deprimir la expresión del gen (Karnik y cols. 1989, Varro y cois.

1990). En muy raras ocasiones, tumores secretores de gastrina se forman a partir de células

APUDsituadas fuera del tracto gastrointestinal (Smith, 1991).

En el hombre, sin embargo, las células Dde los islotes pancreáticos del feto y

neonato producen gastrina, pero están ausentes en poblaciones celulares maduras (Hawkins

y cols. 1987). Sobre este punto existió controversia anteriormente (Stanley y cols. 1976).

Larsson y cols. (1975) no encontraron células positivas a gastrina, por

inmunofluorescencia,en los islotespancreáticosdelhombreadulto.Estascélulasaparecian

enla mucosaantraldel feto despuésde las 19 semanasdegestacióny soloocasionalmente.

Sinembargo,la inmunoreactividaddela mucosaduodenaleramástemprana(II semanas).

Enestoshallazgospuedeninfluir lascondicionesdefijación y/o el empleode seccionesen

congelación.

La mucosaduodenalestambiénun importantelugarde producciónenel hombre

adulto (Larssony cols. 1975; Kobe y cols. 1976; Morrisony cols. 1984; Bauer y cols.

1986). En determinadascondicionespatológicaspuedenaparecercentrosgastrinicos

extragástricosporestimulaciónhipofisaria(Accaryy Bonflís, 1973).

Lapolaridadde los gránulosdesecreción,comohanseñaladoalgunosautorespara

las célulasendocrinas(Kaplany cols. 1986,De<iroot, 1989),soloquedapatente,encierto

grado, en el estudio ultraestructuralde la célula de gastrina, ya que mediante

inmunocitoqulmicaópticahemosobservadotinciónentodo el citoplasmacelularpor los

dos métodosempleados.Estosresultadosestánde acuerdoconlo comunicadopor otros

investigadoresenroedores(Kapur, 1982).

La mayorintensidadde tinción en la porciónsubnuclearde célulasde gastrinay

enterocromafines,observadapor algunosautores(Kapur, 1982) mediantetécnicade

inmunofluorescencia,puede debersea la sección de corte, dado que la porción
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supranucleardeestascélulas es angosta y bastante másestrechaquela porciónbasal.

El númerode célulasde gastrinaen la mucosapilórica del peno,porcampode

400x, essimilar al comunicadopor Pawlikowskiy cols. (1992)en la rata,y ligeramente

superiorala frecuenciacomunicadapor Kitamuray cols. (1982)en el gato; sinembargo,

en estaespecietambiénexiste inmunoreactividada gastrinaen tramosposterioresdel

duodeno. Segúnnuestraexperiencia,el número de célulasde gastrina por sección

glandularde mucosade estómagocaninoestáun punto por debajode la obtenidaen el

hombrepor Grahamy cols.(1993).Así mismo,el númerode célulasG por centímetro

cuadradode mucosapilórica essensiblementemenorque el comunicadopor Fawcett

(1989).

La frecuenciade célulasinmunoreactivasagastrina,observadaennuestroestudio,

essimilar ala comunicadapor Kitamuray cols. (1984)enla mucosapilóricadel caballo.

En ambostrabajosseha utilizadoel mismocriteriode recuento.

5.2.2.INMUNOCITOQIJÍMICA ELECTRÓNICA.

LasprimerasinclusionesenMaldita dieronpocaseñal,posiblementeporexceso

de bloqueo.La ultraestructuraera sensiblementeinferior a la obtenidacon Bioacryl.

Posteriormenteobtuvimosun fuertemarcajeconla primeraresma.

La célula productorade gastrina en el perro presentaunascaracterísticas

ultraestructuralesque no difieren en generalde los otros tipos celularesdel sistema

endocrino difuso. No obstante,hemosobservadodeterminadaspeculiaridadesque

describimosacontinuación.

Las largasprolongacionescitoplasmáticasquepresentanestascélulasaumentan

la superficiedecontactocon lascélulasmucosas,y endocrinasy pensamosquela hacemás

sensiblealosestímulosmecánicosy nerviososqueinfluyen decisivamenteenla secreción

hormonal, facilitando además el intercambio celular (función paracrina).
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En estudios previos se ha demostradoque las glándulaspilóricasde diferentes

especies, incluido et hombre, presentan tres tipos celulares: mucosas, endocrinas y

parietales(Tominaga,1975;Krausey cols. 1977). En algunasotrasespecies,como el ratón,

las glándulaspilóricaspresentanademáscélulasde zimógeno(Helander, 1962; 1964).

Nosotrosno hemosobservadocélulasde zimógenoen las glándulaspilóricasdel perro,

comotambiénha sidocomunicadopreviamente(Grossmany Marks, 1960).

Las célulasmucosapilóricas del peno presentangrandesgránulossecretores

limitadospormembranay de densidadelectrónicabastantehomogénea;sin embargo,en

algunascélulaspuedenobservarsegránulosmucososconun áreaelectrodensaen situación

excéntrica,máspequeñosy menosfrecuentesquelos observadosen el hombre(próxima

a la membranalimitantey detainaflomuy variable>(Krausey cols. 1977).Lasglándulas

pilóricas del ratón y los elementosmucososde las glándulasduodenalesde mamíferos

monotremas también presentan este tipo de gránulos (Kao y Lichtenberger, 1991).

No hemos observado células parietales, probablementesea debidoal áreaconcreta

estudiadaen nuestrocaso,ya queseha comunicadoque las célulasparietalesde las

glándulaspilóricashumanassonmásabundantesen la zonamáspróximaala unióncon

las glándulasfúndicas pero se vuelven muy escasasen la proximidad de la unión

gastrointestinal(Grossman,1960).

Los gránulosde secreciónde gastrinamáselectrodensospresentabanun buen

marcajecon panículasde oro de 15 nm. obteniéndosemuy poco marcadode fondo.

Muchosgránulosaparecíanclaros,depositándoselaspartículasen la periferia.En principio

pensamosqueestopudieradeberseal metaperyodatosádicoutilizadoparaeliminar el

osmio; sin embargo,trasrepetidaspruebas,creemosqueestefenómenoestárelacionado

con el pH del fijador empleadoy el correspondientea los gránulossegúnel momento

fisiológico del estómagoyel estadode maduraciónen queseencuentran(Rahiery cols.

1987),lo cual reafirmarialos resultadosobtenidosporOomori y cols. (1993).
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Estudios inmunocitoquimicos previos (Rahier y cols. 1987) han demostrado que los

diferentes tipos de gránulos de las células G soninmunopositivosa gastrmna,aunquelos

gránulos electrolúcidos son menos fuertemente positivos que los electrodensos, como

también se observa en nuestros resultados.

Los gránulos electrodensos serian inmaduros y se situarían en posiciónsubnuclear

principalmente.A medidaque maduranlosgránulossevuelvenelectrolúcidosapareciendo

gastrina en la periferia de éstos y en el citoplasma celular. Esta esla imagendominanteque

hemosobtenidocon fijación a pH 7. Tras la fijación a pH 5 sonmásnumerososlos

gránuloselectrodensos.

Seadmitequela configuraciónmoleculary solubilidadsondependientesdelpH,

siendo óptimas en condicionesalcalinas.La hormonaes menossoluble, y por lo tanto

osmóticamenteinactiva, cuandoestáalmacenadaen gránulossecretoriosconpH ácido

(Dial y cols. 1991).

Enalgunosestudiossobregránulosdegastrinaaislados,apareceunarelaciónentre

la liberación de gastrina y el pH del gránulo y se ha demostrado quediferentesmetabolitos,

queestimulana los gránulosde gastrinaa liberarsucontenido,tiendena alcalinizarsu

interior(Dial y cols. 1991).

Segúnlo seflaladoanteriormente,proponemosunahipótesissobreel mecanismo

de secrecióndegastrmna,enel sentidode queéstano seefectúeporexocitosistradicional

confusióntotal del gránulo,sinopordifusióndirectade las moléculasdegastrinaatravés

de la membranacelularo por liberaciónparcial sin destruccióndel gránulomedianteun

porotransitorio,comohasidopropuestorecientementeparala liberaciónde asninasde las

célulascebadasoenterocromafines(Alvarezde Toledoy cols. 1993;Neher,1993;Dunant,

1994).

Nosotrosconsideramosqueel almacenamientodegastrinaen gránulossecretorios
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específicosserequiere,no parala exocitosis con fusión total de membranas, sino para otras

funcionescomoel procesamientopostransiacionalde gastrina,cornorecientes estudios han

sugerido(Dickinsony cols. 1993). El cambiode pH del gránulode ácido a ligeramente

superiora7 puedeactivarla enzimarequeridaparala conversiónde progastrinaagastrina

biológicamenteactiva (peptidil-glicina-alfa-monooxigenasa),cuyo pHóptimo seencuentra

entre6.5 y 7, másaltoqueel del interior delgránulo(Conwayy col. 1985; Eippery cois.

1985;Dickinsony cols. 1986).

Anterioresestudiosinmunocitoquimicosparecenconfirmarestahipótesis,ya que

hanencontradoprogastrinaintactaen losgránuloselectrodensosinmadurosy muestrasde

inmunotinciónde productosprocesadosde progastrinaen los gránuloselectrolúcidose

intermedios(Rahiery cols. 1987).

La fijación de las glándulaspilóricas con solucionesde diferentespH, puede

representarun modelo experimentaldel mecanismoreal de liberaciónde gastrina;la

hipótesis propuestapodría explicar el mecanismodefeed-backde inhibición de la

liberaciónde gastrinapor el ácido gástricoy los incrementosen la concentraciónde

gastrinapor la acciónde drogasqueinhiben la secreciónde ácido.

No obstante,permanecesin aclararcuales el transductorentreun cambiodepH

en la mucosaanualy la señalqueinducela liberacióndegastrmna.Sepodríaconsiderarque

el transductorselocalizarlasobrela membranaplasmáticaen unaporciónde la célulaO

en contactoconel lumenglandular.

5.2.3.RADIOINMUNOENSAYO.

Este estudioha demostradoque el radioinmunoensayocon gastrinasintética

humana(Gask-PR),quehemosutilizado,es un métodosuficientementesensiblepara la

medidade la concentraciónbasalde gastiinaséricacaninay de susvariacionesfisiológicas

porestimulacióndel alimento.
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Los datosaportadospor la casasuministradora(Cis-Biolntemacional)sonque la

especificidaddel anticuerpoutilizadoesdel 100%paragastrina17 humanay muy baja

(1.9-3.1) paracolecistoquinina-pancreáziniina.

Los coeficientesde variaciónobservadosen nuestrométodosoninferiores-enel

caso del coeficienteintra-ensayo-a los referidos por Gabberty cols. (1984) sobre 8

determinaciones;siendoel coeficiente inter-ensayomuy similar al obtenidopor estos

autores.

La concentraciónmediabasal obtenidaen este trabajo sobre 125 perros de

diferenteedady sexoesde 46.7pg/ml±22.9, SEM2.0 y valoresextremosde 11 y 109pg.

Esteresultadoestápor debajodel publicadopor Happey Gaag(1980) sobre 17 perros

sanos(70.9,SEM 5.1)y Foxy cols.(1990)en 10 perrosconunamediade edadde 10 años

(146.3±16.6pglml.), que nosparecenmuy elevadas.

Lewin y Wyllie (1977)señalaronproblemasenla distinciónde gastrinay productos

de degradaciónpor RIA.

Nuestrosresultadossoncoincidentesconlos deCatraunboney cols.(1980)queen

8 penosconedadesentre2 y 10 años,obtuvovaloresextremosde 25 y 85 pg/ml. Y están

por encimadel obtenidopor Strausy Johnson(1977):40 pg/ml. SEM 5. Gabberty cols.

(1984)obtuvieronunamediade gastrinabasalen 12 perrosde ambossexosde 65 pg/ml

+ 17.

Dado el considerablenúmerode animalesempleadosen nuestroestudioesde

esperarun rangomásamplio en los valoresobtenidospor nosotros.En el hombre,los

valoresnormalesvaríansegúnlos diferentesautores(McGuigany Trudeau,1973; Walsh,

1975)y con la edadde los individuos(Accaryy Bonflls, 1973), siendosemejantesa los

observados en el peno.
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Paralas determinacionesbasalesde gastrmnaconsideramossuficienteun ayuno

previo de 24 horasdadoquelos valorespost-ingestavuelvenala normalidadal cabode

unas2 horas.

Valorestras la ingestaincluso superioresa 200 pg/ml, puedenserconsiderados

normalesen el perroadulto. La concentraciónde gastrinaaumentaprogresivamentetras

la ingestiónde alimento,existiendograndesvariacionesindividuales.Los picosmáximos

sealcanzanentrelos 30 y 60 minutosposí-ingesta.Losresultadosde Gabberty cols. (1984)

en 12 curvasde gastrinalos sitúaentrelos 15 y 30 minutos;sin embargo,enalgunoscasos

la respuestamáximala hemosobtenidoa los 15 minutos.

Ennuestroestudio,la concentraciónmediade gastrinaa los 30 mm. trasla ingesta

determinadasobre30 perrosde diferentesexoha sidode 121 pg’ml + 50. Gabberty cols.

(1984)obtuvieronsobre 12 perrosunamediade 118±37 pg/ml.

Existendiferenciassignificativasen la concentraciónmediade gastrinaen los

gruposA, 13 y C (w 0.05). Segúnestosresultados,los nivelesde gastrmnaséricaen el peno

aumentanconla edad.

Nosehanencontradodiferenciassignificativas(p=O.OS)entrelasmediasobtenidas

paracadagrupo(68.7 +1- 20.3 enmachosy 57.2+1-22.8en hembras).

Si reunimosambosgrupos,esdecir,si comparamosmachosy hembrasconedades

comprendidasentreO y 8 años(33 machosy 28 hembras)las diferenciastampocoson

significativas.

El tipo de alimentosuministradoinfluye demodoimportanteen la respuesta.En

nuestrocaso,el máximoalcanzadofue de 197 pg. a los 60 minutosconla dietan02.(ver

tablas).Lasproteínassonlosprincipios inmediatosqueprovocanun mayorestimuloen la

liberaciónde gastrina.Por el contrario,los hidratosde carbonoinducenuna respuestade
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muchamenorintensidady mastardía.

Valoresbasalesen el perroporencimade 150 pg. sonrarosy suelenrelacionarse

con hiperpiasiade células G (un caso pudimos comprobarloen necropsia)y con

insuficienciarenalprincipalmente.

En suma,creemosqueel diagnósticono invasivodelsíndromedeZollinger-Ellison

y otros desórdenesque cursencon elevacionesde la gastrinemiaen el peno, puede

realizarsemedianteun Alt comercialde radioinmunoensayoparagastrinay estaespecie

animal -dadala similitud de valoresbasalesy derespuesta-puedeserun modelopotencial

de la enfermedaden el hombre.

Si las concentracionesde gastrinabasal,tras24 horasde ayuno,sonsuperioresa

120 pg/ml, deberádeterminarseel origende la hipergastrinemia.

Con la utilizaciónde un kacomercialparagastrinaseincrementala capacidadpara

el diagnósticono invasivodelgastrmnomao síndromede Zollinger-Ellisonen el peno.La

concentraciónde gastrinaen sangrese incrementaen la hipercalcemia,hiperlasiade

célulasO, tratamientosprolongadosconcimetidinay omeprazol,gastritisatróficay fallo

renal.
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6. CONCLUSIONES



1.- La localizaciónde lascélulasO inmunoreactivasen el perroeseminentemente

pilórica. La porción de duodenopróxima al esfinterpuede presentaralgunascélulas

positivas,sobretodo en las vellosidades.No existeactividadde gastrinaenel páncreasdel

perro neonatoy adulto,en condicionesnormales,ni en otros tramosdel aparatodigestivo.

2 - LascélulasU sedistribuyenprincipalmenteen la profundidadde las criptasy

en las glándulaspilóricas mássuperficiales,en númerode 1 a 7 células por sección

glandular.Enel animalreciénnacidoqueno haingeridoalimento,el númeroy distribución

deestascélulasesprácticamenteigual queen el perroadulto,aunquela inmunoreactividad

esmenor.

3.- Los gránulosde secreciónde las células(1 sonde diferenteelectrodensidad,

segúnel gradode maduracióny el pHdefijación. La inmunocitoqulmicaelectrónicamarca

la presenciade la hormonaen todala superficiedelos gránuloselectrodensosy soloen la

periferiade los gránuloselectrolúcidos.

4.- La membranacelularde la célulaO presentafrecuentesdesmosomasy largas

prolongacionesqueseentrelazanconlasde lascélulascircundantes,exceptoenla porción

basal.Estadisposiciónpuedesuponerunamayorsensibilidadde la célulaaestímulos

mecánicasy nerviosos.

5.-Los nivelesde gastrinaséricabasalen el perropresentanun amplio rango.La

concentraciónbasalmediaobtenidapor nosotrossobre 125 determinacionessesitúaen

46.7±22.9pglml.

6.- Se ha observadoun aumentode los nivelesdegastrínaenel perroen relación

directaconla edad.Respectoal sexo,hemosobservadounasconcentracionesdegastrina

significativamentemásaltasen los machosqueen lashembras,en animalesentre2 y 8

añosde edad.
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7.- Las concentraciónesde gastrina aumentansignificativa y progresivamentetras

la ingestión de alimento. Este incremento también está relacionado con la edad. En general,

los picos máximos se alcanzan entre los 30 y 60 minutos post-ingesta; posteriormente los

niveles disminuyen hasta alcanzar los valores basales aproximadamente al cabo de dos

horas.

8.- La respuesta depende de factores individuales y del tipo de alimento. El valor

maximoobtenidoha sidode 197pg’ml. a los 60 minutosde ingerir piensosecomuy nco

en proteínas.Lasdietasconaltocontenidoen hidratosde carbonoinducenuna respuesta

muchomenory mastardía.

139 Conch..



7. RESUMEN



11 II

En nuestrotrabajohemosestudiado,mediantedostécnicasinmunocitoquimicas

de alta sensibilidadparamicroscopiaóptica (estreptavidina-biotina-peroxidasay oro

coloidal-plata),la localizaciónde las célulasO en el aparatodigestivodel perro. Así

mismo, medianteel empleode partículasde oro coloidal de 15 nm conjugadascon

inmunoglobulinas,hemosrealizadounatécnicade marcajeparamicroscopiaelectrónica

con objetode, unavez identificadaslas célulasproductorasde la hormona,estudiarsus

caracteristicasultraestructuralesdiferenciándolasdeotrascélulasendocrinasque puedan

hallarseen igual localización.En todasestastécnicashemosutilizado un anticuerpo

policlonal obtenidoen conejoblancode NuevaZelandafrente a gastrina0-17 humana

sintética.

El estudioseha realizadoen 17 penosde diferenteedad,sexoy raza,que no

presentabanpatologíagastrointestinalni renal.

NuestrosresultadosindicanquelascélulasO enel perrotienenunalocalización

casi exclusivamentepilórica, existiendoalgunascélulaspositivasen el primertramo de

duodenopróximo al esfintery situadasprincipalmenteen las vellosidades.En el antro,

estascélulasseencuentranen el tercio medio de la mucosa,en la profundidadde las

criptas, entre los mucocitos de las glándulas pilóricas y algunasen las propias

vellosidades.

La observaciónultraestructuralde la célulaO revelaqueestascélulasendocrinas

poseenun núcleo ovalado, amplio, rodeadode gránulos secretorescitoplasmáticos

medianamenteelectrodensos,limitados por membranas,de 160 a 375 nm de diámetro,

Tambiénseobservanabundantesribosomaslibresy mitocondrias.La membranacelular

presentafrecuentesdesmosomasy numerosasprolongacionesqueseentrelazanconlasde

las célulascircundantes.

Parala técnicainmunocitoquimicaelectrónicaconorohemosempleadounanueva

resmaacrílicaconbuenosresultadosdemarcaje.Esteprocedimientopermitediferenciar
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las células O de otras células endocrinas que se sitúan en la misma localización

(enterocromafines y productorasde somatostatina).Estasúltimastienengránulosbasales

muy electrodensos y heterogéneos, así como grandes vacuolas vacías y no presentan

inmunoreactividad para gastrina.

Hemos observado que el pHde fijación influye en la densidadelectrónicade los

gránulosy ensumarcaje.Estefenómenotambiénpuedeestarrelacionadocondiferencias

enel gradode pérdidadecontenidode los gránulosenel citoplasmay conla acidezde la

sustanciaintragranulardurantela maduración.Sehademostradoquedespuésdela fijación

a pH ácido muchos gránuloscitoplasmáticosson electrodensose inmunopositivosa

gastrina, sin embargo,tras la fijación a pH neutro muchosaparecendesgranulados

encontrandosereacciónpositivaen el citoplasma.Estonossugierela hipótesisde quela

gastrinano es secretadapor exocitosis con fusión total sino que puedeser liberada

mediantedifusióndirectao mediantela formaciónde un porotransitorioen la membrana

citoplasmática.

Otro aspectode nuestrotrabajoha sido la determinación de la concentraciónde

gastrina sérica en el perro en condiciones fisiológicas. Para ello se ha determinado la

gastrinemiaen 125 perros en ayunas de ambos sexos, de diferenteraza y edad, mediante

la técnicade radioinmunoensayo(RIA). En esteestudiosolosehanincluido perroscon

funciónrenalnormal.

Parala técnicade RIA seutilizó un kit comercialparadeterminaciónde gastrina

humana,no modificado,queempleagastrina017marcadacon

En relaciónconla edady el sexosehanutilizado diferentesgruposde perrosen

losquesedetenninólos nivelesbasalesdegastrinapararelacionarlosestadísticamentecon

dichosparámetros.En un lotede 30 perrosseestudióla respuestade gastrinaa la ingestión

de diferentesalimentos,determinandola concentraciónbasalde la hormonay a los 30

minutosdela ingesta.
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Por último, se realizaron 15 curvas de gastrmnemia en 8 perros a los que se les

suministraron diferentes tipos de alimentos. Para ello se efectuaron extracciones seriadas

de sangre cada 15 minutos, tras la ingesta, durante un periodo de dos horas.

Según nuestros resultados, la tasa media basal de gastrina sérica inmunoreactiva

en el perrosesitúaen46.74pg1m!±22.9,conun amplio rangode valores(11-109pg). La

concentraciónmediaalos 30 minutosdela ingestiónde alimento,en animalesconedades

comprendidasentre3 y 8 affos, alcanzalos 121 pg/ml ± 50.2.

Respectoa laedad,hemosobservadoun incrementodela gastrinabasalen el peno,

existiendounacorrelaciónlineal entreambosparámetros.Respectoal sexo,apartir de los

dos años,los machospresentanconcentracionesde gastrinasignificativamentemayores

quelashembras.

Finalmente, la respuestaa la ingestión de alimentos dependede factores

individuales y de las propias características del alimento. El pico se alcanzaentrelos 15

y 60 minutos. En general,el aumentode la hormonaen sangre es progresivo, pero en

ocasiones aparece bn¡scamente. El valor máximo observado en este trabajo ha sido de 197

pg/ml a los 60 minutosde ingerir piensosecomuy rico en proteínas. Valores incluso

superioresa200 pg/ml. post-ingestapuedenconsiderarsenormalesen el perroadulto. Los

menoresincrementosseobtuvierontrasla administraciónde alimentosconaltocontenido

en hidratosde carbono,alcanzándosela concentraciónmáximacon lentitud a los 75

minutos.
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lii our work we have studied by two high sensibility immunocytochemical methods

for light microscopy <streptavidin-biotin-peroxidase and immunogold-silver), thelocation

of Ocelís on digestive system in the dog.

Using particles of 15 nm colloidal gold immunoglobulin conjugate, we have

realized a technique marking for electronmicroscopywherebyonceknowedcelíswhich

made, to studyyour ultrastructuralcharacteristicsto bedifferentofotherendocrinecelís

which canbe found in sameplace.

lii alí diesetechniqueswe haveutilized a polyclonalantibodyattainedin New

Zelandwhite rabbitbeforehumansyntheticgastxin0-17.

It is accomplished17 necropsyin dogsofdiferentage,sexandbreed,whichdid

not showedgastrointestinalpathology.Theywere euthanasedby aintravenousinjection

of 20%penthotalsodic.

Ourresultsshowthatte gastricantrumis te main site for gastrincelísin thedog,

sornepositivecelisexistiii te first sectionofduodenumnearto te sphincterandsituated

on villi.

In the antrum, thesecelís are found in mild third of the mucosa,in the cripts,

amongmucocytesofpiloryc glandsandfew on the samemucosalvilli. Gastrincelís at

pancreasoftheneonatalandadultdog havenot beenmadeevídence,by anytechniques

used.

TheultrastructuralobservationofCl celisshowsthatteseendocrinecelíshavean

oval,largenucleusaroundofmild electro-densemembrane-boundsecretorycytoplasmatic

granulesof size160 at 375 nm. It is too observedmanyfree ribosomesamImitochondria.

The cellularmenibranepresentsfrequentdesmosomesandnumerousprolongations

145 Swrmaiy



which interlacewith those surrounding celís.

For immunocytochemistryultrastructuraltechniquewe useda newacrylic resin

with can rigth on immunostained. This method differentiate gastrin celís from another

endocrineceliswhich aresituatedin thesamelocation(enterochromaffinor somatostatin

celís). These last celis containing granules with an electro-dense core a thin halo and

membraneassoonlarge empty vesicles.

We havemarkedthat pH fixation affect on te electro-densitygranulesand

immunomarked,besideste primary antibodydilution andconjugated.Thisphenomenon

maybealsorelatedwith differencesin thedegreeofte leakageofcontentsfrom granules

into the cytoplasm during fixation or with acidity intra-granularsubstancesduring

maduration.

It was demonstratedthat afier fixation at low pH (acidsolutions)mostof the

granulesareelectron-denseandareinimunopositiveto gastrin,while fixation atneutralpH

resultsin rnostofde gastringranuleswith theircontentdegranulatedinto thecytoplasm,

andtheimniunopositivereactionfound in thecitoplasm.This immunoreactivityleadsus

to suggestthe hypothesisthat gastrin is not secretedby exocytosiswith flilí fusion,

otherwisethisgastrin-releasemaybe mediatedeitherby its diffihsion orby aplasmalemmal

device(mediatophore).

Theothersightof ourwork hasbeenthe quantitativemeasurernentof gastrinin

cainneserumin fisiologicalscondition.Whereforehasbeendeterminatedte gastrirtemia

in 125fastingdogsbothsexanddifferentbreedandage,for radioimmunoassaytechnique

(RJA). Only dogswith normalrenalfijnction wereincludedin Ihestudy.

For the radioimmunoassayprobewe trieda commercialkit for measurementof

humangastrin,without modification,contaiingsyntheticgastrin10-17labelledlodine

125.
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Theresponseofgastrmnto ingestionoffoodwasdeterminedonagroupof30 dogs,

knowing thevalueshormoneat 30 minutesaftereating.

lii relation with ageandsexwe areconfronteddiferentsgroupsofdogswhichte

basal gastrin levels was determined to establish a stadistic relationship.

Lastly, 15 curvesof gastrin responsewere drawn for 8 dogs, they received

differentsclassofdiet. Wherebysothatwereaccomplishedbloodextractionsseriallyevery

15 minutesfor two hours.

Accordingto o~n results, averaged found by us of immunoreactiveserumgastrin

was4614pg/ml ±22.9with awiderangeof 11 - 109pg. Meanconcentrationat 30 minutes

to eatin dogswith agebetween3 and9 yearscameup 121 pg/ml ±50.2.

With te ageexistatendencyto increaseofbasallevelsofgastrmnemiain thedog,

this fact is significativein males.Maleshavealsoa greaterbasalgastrinconcentrations

thanfemales(p < 0.05).However,in te flrst year of life is not observedditierenceson

both parameters.

At last, we saw that the responseafter eatingrest individual factorsandown

characteristicoffood. Thetoparrivebetween15 and60 minutes.Oenerally,dic increment

ofthehormoneiii blood is progressive,butat timesappearsrudely.

The highestvalueobservedin this work hasbeen197pglml at 60 minutesafier

theywerefed with dry fodderaboundingiii protein.Low inaementswereobtainedafter

feedingxvith a elevatedcontentin carbohydrates;te maximumgastrmnresponseoccurred

slowly at 75 minutes.

Ifbase-linegastrinconcentrations(after24-hoursfast) aregreatertan 120 pg/ml,

te sourceofthehypergastrinemiashouldbeevaluated.
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With te availabilityofacommercialgastrmnradioimmunoassaykit thediagnostic

capabilitiesfor noninvasivediagnosisofgastrinomasorZollinger-Ellisonsyndromeshould

be enhanced,
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