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1- La Secrecién Acida Gastrica

En condiciones normales la secrecion acida gastrica esta regulada por vias tanto
centrales como periféricas, que engloban mecanismos nerviosos, neuroendocrinos,
endocrinos, paracrinos e incluso autocrinos, dependientes de la sintesis y secrecion de
péptidos y otros factores quimicos de regulacion. El equilibrio entre estos sistemas
resulta en los patrones normales de secrecion gastrica que se observan en los animales
0 en la especie humana.

Cuantitativamente, los patrones normales de secrecion acida dependen del
balance entre sistemas estimulantes (principalmente los sistemas gastrina-histamina y
colinérgico) e inhibitorios (dependientes principalmente de la hormona somatostatina).

1.1 - Mecanismos estimulantes de la secrecién acida gastrica

1.1.1 - Gastrina

Desde su aislamiento y caracterizacion a partir de mucosa gastrica porcina son
numerosos los estudios que demuestran el papel fundamental de la gastrina en la
regulacion de la secrecion acida gastrica. Se trata de la Unica hormona peptidica
liberada en el estdbmago que estimula la secrecién acida gastrica.

En el estémago, la gastrina se sintetiza en células G localizadas en las glandulas
de la mucosa antral, asociadas a células D y células mucosas (Lloyd y Debas, 1994;
Lloyd y Walsh, 1994; Hersey y Sachs, 1995). Las células G son células endocrinas de
tipo abierto, con una membrana apical en contacto con el lumen gastrico. Su
estimulacion por factores luminales, principalmente péptidos, algunos aminoacidos y
alcohol, induce la liberacion de gastrina a la circulacion sanguinea. Otros estimulos,
tanto nerviosos (colinérgicos vagales y adrenérgicos) como endocrinos, afectan también
la liberacion de gastrina. A través de la circulacion la gastrina llega a la region fundica
del estbmago, donde actua sobre sus células diana, las células de tipo enterocromafin
(ECL). Por lo tanto, el mecanismo de accion de la gastrina es de tipo endocrino. Sobre
las células ECL, la gastrina actia a través de receptores especificos del tipo CCK2,
estimulando la sintesis y liberacion de histamina. La histamina liberada actua
localmente sobre las células parietales como el verdadero factor estimulante de la
secrecion acida. Aunque este es el principal mecanismo de accion, receptores CCK2 se
han identificado también en células parietales, asi la gastrina puede actuar
directamente sobre las mismas estimulando la secrecién (Cabero et al., 1991; Kopin et
al., 1992; Lindstrém et al., 1999, 2001b, Figs. 1.1.1 y .1.2).
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1.1.2 - Histamina

La histamina desempena un papel esencial en la regulacion de la secrecién acida
gastrica, siendo el factor que media, en su mayor parte, las acciones estimulantes de la
gastrina. En la mucosa gastrica, la histamina se encuentra almacenada en granulos
citoplasmaticos de células ECL y mastocitos fundicos (Hakanson y Sundler, 1987). La
importancia de los mastocitos como fuente de histamina en el estémago parece ser de
tipo especie-especifica. Los mastocitos predominan en la mucosa gastrica de humanos
y perro, mientras que las células ECL predominan en el estbmago de la rata y el conejo
(Hakanson y Sundler, 1991). En el estdmago del ratén, un 66% de la histamina se
almacena en mastocitos y el 34% restante en células no mastocitarias (Yamatodani et
al., 1982). A pesar de esto, en condiciones normales la histamina es liberada
principalmente de células ECL (Prinz et al.,, 1999); unicamente en condiciones
fisiopatologicas, como en estados inflamatorios, los mastocitos representarian una
fuente importante de histamina (Nakajima et al., 1997; Yu y Perdue, 2001).

Aminoacidos Péptidos

+7?

N CédulaG \
ACh o
Gastrina Nwrppeptl dos
inhibitorios
(Bombesina/GRP,
Neuronas PACAP,...)
colinergicas + Neuronas
colinérgicas

(Gam O

Figura 1.1.1. Modelo ilustrativo de las principales vias implicadas en la regulacion
periférica de la secrecion acida en el antro gastrico. La acetilcolina y la presencia de,
principalmente, aminoacidos y péptidos en el lumen gastrico estimulan las células G
induciendo la liberacion de gastrina y su paso a la circulacién sanguinea. Descensos
en el pH intragastrico y la propia gastrina estimulan la liberacion somatostatina de
células D. La somatostatina, por un mecanismo paracrino, inhibe la liberacion de
gastrina de células G a través de un receptor aln por determinar (Adaptado de Lloyd y
Debas, 1994).
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Neuropéptidos

ACh inhibitorios
(Bombesina/GRP
+ , PACAP.,..)
Neuronas +
colinérgicas
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Figura 1.1.2. Modelo ilustrativo de las principales vias implicadas en la regulacion
periférica de la secrecion acida en el fundus géstrico. La gastrina y la aceticolina
estimulan la secrecién de acido en el lumen gastrico a través de un efecto directo
sobre la célula parietal e indirectamente liberando histamina de células ECL. La
histamina estimula la secrecion actuando sobre receptores H2 localizados en la célula
parietal. La somatostatina inhibe la secrecion acida a través de un efecto directo sobre
la célula parietal e indirectamente inhibiendo la liberacion de histamina de células
ECL, probablemente a través de receptores SSTR2 localizados en estas células. La
secrecion de somatostatina de la célula D depende del balance entre factores
estimulantes (gastrina y, probablemente, diferentes neuropéptidos inhibitorios) y
factores inhibitorios (descarga vagal) (Adaptado de Lloyd y Debas, 1994).

Estimulos tales como la gastrina y, en menor medida, la descarga colinérgica
inducen la liberacion de histamina de células ECL. La histamina, a través de un
mecanismo paracrino, actia sobre receptores de tipo H2 localizados en la célula
parietal estimulando la secrecién de acido en el lumen gastrico. De la misma forma,
numerosos neuropéptidos, actuando a través de receptores especificos localizados en
las células ECL, pueden tanto estimular como inhibir la liberacion de histamina de las
mismas (Hersey y Sachs, 1995; Lindstrom et al., 2001b; Zeng y Sachs, 2002; Fig. [.1.2).
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1.1.3 - Acetilcolina

La acetilcolina es el neurotransmisor postganglionar del sistema nervioso
parasimpatico. En el estbmago se localiza en neuronas de los plexos mientérico y
submucoso y su liberacion depende fundamentalmente de estimulos vagales (Lloyd y
Debas, 1994; Hersey y Sachs, 1995). La descarga colinérgica en el estbmago estimula
la secrecion acida gastrica a través de, al menos, cuatro mecanismos: i) por acciéon
directa sobre células G estimulando la liberacion de gastrina; ii) por accion sobre células
D inhibiendo la liberacion de somatostatina (Shubert et al., 1987); iii) por estimulacién
directa de células parietales (Wilkes et al., 1991); y iv) a través de la liberaciéon de
histamina por estimulacion directa de células ECL (Sandor et al., 1996). Estas acciones
dependen de multiples receptores, en muchos casos aun por determinar. Con precision
sélo se sabe que la accion sobre células parietales estd mediada por receptores M3 y la
accion sobre células ECL, probablemente, por receptores M1 (Pfeiffer et al.,1990;
Wilkes et al., 1991; Sandor et al., 1996).

1.2 - Mecanismos inhibidores de la secrecion acida gastrica

Varios mediadores inhiben la secrecion acida gastrica, bien por un efecto directo
sobre las células parietales o de manera indirecta controlando la sintesis y liberacion de
otros factores, como la gastrina, la somatostatina o las prostaglandinas (Hersey vy
Sachs, 1995). De todos ellos, el factor inhibidor de la secrecion acida gastrica mas
importante es la somatostatina.

1.2.1 - Somatostatina

Desde su descubrimiento en los afios 70 en el sistema nervioso central, como el
factor inhibidor que controla la liberaciéon de la hormona del crecimiento a nivel
hipofisario, la somatostatina se ha descrito en otros muchos sistemas fisiologicos.
Presenta una alta heterogeneidad en su mecanismo de accion, actuando tanto como un
neuropéptido, como una hormona en el sentido clasico o como un factor paracrino o
autocrino. Esta heterogeneidad en cuanto al mecanismo de accién se asocia, en la
mayoria de los casos, a acciones de tipo inhibitorio.

Biologia de la somatostatina

Se han descrito dos formas moleculares de somatostatina: la somatostatina-14 y
la somatostatina-28, con 14 y 28 residuos aminoacidicos respectivamente. Ambas
formas derivan del procesado de un precursor comun, la preprosomatostatina
(Goodman et al., 1983). Los efectos biolégicos son, ademas, comunes, y no se han
descrito acciones especificas para cada una de estas formas moleculares. La
somatostatina se produce tanto en el sistema nervioso central como en la gran mayoria
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de tejidos periféricos (islotes pancreaticos, estdbmago, nervios periféricos y neuronas
entéricas, etc) (Patel, 1999). Su liberacién esta influida por un amplio rango de
secretagogos, como iones, nutrientes, neuropéptidos, neurotransmisores, hormonas
clasicas y citoquinas.

Receptores de somatostatina

Los efectos biolégicos de la somatostatina estan mediados a través de la
interaccion del péptido con 5 subtipos especificos de receptores, SSTR1/2/3/4/5,
clonados y caracterizados farmacoldgicamente durante los ultimos afos (Reisine y Bell,
1995; Patel, 1999). Estos receptores pertenecen a la superfamilia de receptores con
siete dominios transmembrana acoplados a proteinas G. Ademas, en la rata y en el
ratdn, se han descrito dos variantes para el receptor de tipo 2, SSTR2a y b, que difieren
en la longitud (39 vs 15 aminoacidos, respectivamente) y la composicion del extremo
carboxiterminal (Patel et al., 1993; Schindler et al., 1998; Cole y Shindler, 2000). El
analisis secuencial del DNAc ha demostrado que el transcrito mas pequefio (SSTR2b)
esta comprendido dentro de la forma larga del receptor (SSTR2a) (Patel et al., 1993;
Schindler et al., 1998; Cole y Schindler, 2000).

Los 5 subtipos de receptores presentan una distribucion muy heterogénea, en
muchas ocasiones con solapamientos entre ellos, tanto en el sistema nervioso central
como en tejidos periféricos. En los ultimos afios, numerosos estudios mediante analisis
del ARNm, RT-PCR e hibridacién in situ han descrito la expresién y distribucion
anatomica y celular de los diferentes subtipos de receptores en tejidos humanos y de
roedores, asi como en diferentes tumores y lineas celulares (Patel, 1999). En conjunto,
estos estudios indican que, como ya se ha mencionado, los receptores de la
somatostatina se distribuyen de manera difusa tanto a nivel del sistema nervioso central
como en tejidos periféricos, con cierta superposicion y con caracteristicas especie-
especificas.

Los primeros estudios sobre la distribucion de los receptores en el tracto
gastrointestinal se basaron en el analisis autoradiografico utilizando un radioligando no
selectivo para los receptores SSTR2/3/5, el octredtido (SMS 201-995). Estos estudios
mostraron una elevada densidad de sitios de unién en la mucosa gastrica de la rata, asi
como en otras areas del tracto gastrointestinal (Reubi, 1992). Estudios recientes,
basados en ensayos de proteccion con ribonucleasas y RT-PCR, han demostrado la
presencia en el estdmago de los cinco subtipos de receptores para la somatostatina,
con un predominio del receptor SSTR2 en células ECL (Bruno et al.,1993; Prinz et
al.,1994; Raulf et al.,1994). De forma similar, estudios mediante hibridacién in situ han
demostrado la presencia de ARNm para el receptor SSTR2 en la mucosa y submucosa
gastricas, asi como en el plexo mientérico y en la capa muscular externa (Krempels et
al.,1997). Técnicas similares, combinadas con estudios inmunohistoquimicos, han
mostrado la presencia en el tracto gastrointestinal de las dos isoformas del receptor
SSTR2 (a y b) (Sternini et al., 1997; Schindler et al., 1999). El receptor SSTR2a se
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expresa abundantemente en el sistema nervioso entérico, principalmente en neuronas
de los plexos submucoso y mientérico y en fibras que inervan el musculo, la mucosa y
la vasculatura. Este receptor se encuentra también en células no neuronales,
mayoritariamente en células intersticiales de Cajal en el intestino y en algunas células
ECL del estdbmago. La mayoria de las fibras nerviosas que expresan el receptor
SSTR2a se disponen en la proximidad de células D de la mucosa gastrica (Sternini et
al., 1997). Esta distribucion sugiere que los receptores del tipo SSTR2a mediarian los
efectos nerviosos y paracrinos de la somatostatina en el tracto gastrointestinal. Por otro
lado, el receptor de tipo SSTR2b se localiza principalmente en células parietales y
también se expresa abundantemente en células ECL de la mucosa gastrica (Sternini et
al., 1997; Schindler et al., 1999). Resumiendo, estas observaciones morfolégicas
indican que la somatostatina modula la secrecion &acida gastrica a través de la
activacion de los receptores del tipo 2. La diferente distribucion de los receptores
SSTR2a y SSTR2b en células ECL y parietales de la mucosa gastrica sugiere que la
somatostatina inhibe la secrecion acida gastrica a través de multiples mecanismos.

Estudios realizados in vitro en células parietales caninas sugieren la presencia
en las mismas de, al menos, dos subtipos de receptores de somatostatina (Patel,
1999). Los receptores de somatostatina estan acoplados a proteinas G inhibitorias, sin
embargo, la somatostatina inhibe la célula parietal tanto por mecanismos dependientes
como independientes de proteinas G (Park et al., 1987), sugiriendo que ademas de los
receptores SSTR2a/b existe al menos otro subtipo de receptor, todavia por determinar,
localizado en la célula parietal. Ademas, estudios in vitro en células D fundicas caninas
sugieren que la somatostatina, podria actuar a través de un mecanismo autocrino,
autoregulando su propia secrecién a través de receptores especificos localizados en
células D (Park et al.,1989). Sin embargo, este receptor no se ha caracterizado todavia
y estudios inmunohistoquimicos indican la ausencia de receptores SSTR2a/b en
células D gastricas y pancreaticas. Por ultimo, aunque se ha demostrado que la
somatostatina actia sobre células G regulando la sintesis y liberacion de gastrina
(Chiba y Yamada,1994; Zeng et al., 1996a) no se han detectado receptores para la
hormona en dichas células.

La somatostatina (tanto en su forma de 28 como de 14 aminoacidos) tiene una
afinidad similar por los cinco subtipos de receptores, por lo tanto la caracterizacion
funcional de los mismos depende de la sintesis de agonistas y antagonistas selectivos
para cada tipo de receptor. Uno de los primeros agonistas empleados es el analogo
estable de la somatostatina, SMS 201-995; sin embargo este analogo tiene afinidad por
los receptores SSTR2, 3 y 5, por lo que es poco util para caracterizar funcionalmente
estos receptores. Con posterioridad, se han sintetizado y caracterizado diferentes
analogos de la hormona con selectividad relativa por los receptores SSTR2, 3y 5, lo
que permite diferenciar con mayor fiabilidad el papel relativo de cada uno de ellos
(Martinez, 2002). Con fecha mas reciente se han sintetizado agonistas selectivos de
tipo no peptidico para los 5 subtipos de receptores (Rohrer et al., 1998; Yang et al.,
1998; Martinez, 2002). Estos compuestos pueden ser de utilidad para caracterizar
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funcionalmente todos los receptores. Ademas, durante los ultimos afos, se han
sintetizado analogos de la somatostatina con actividad de tipo antagonista,
especialmente sobre el receptor de tipo 2 (Rossowski et al., 1998; Martinez, 2002). Los
estudios funcionales realizados hasta el momento con estos compuestos sugieren un
papel prominente del receptor de tipo 2 mediando los efectos biolégicos de la
somatostatina a multiples niveles. Para algunos de los receptores, como el SSTR1, el
empleo de agonistas selectivos no ha revelado aun ninguna actividad bioldgica in vivo.
De cualquier forma, en la mayoria de los casos hay importantes discrepancias entre los
estudios morfolégicos (distribucion y presencia de receptores) y los estudios
funcionales, especialmente in vivo. El solapamiento en la expresion y distribucion
celular de los 5 subreceptores sugiere que, en muchos casos, estos podrian actuar
conjuntamente y no como entidades separadas, de forma que solo podrian
determinarse efectos biologicos cuando varios receptores son estimulados
conjuntamente, como sucede con el ligando endogeno de los mismos, la
somatostatina.

Acciones bioldgicas de la somatostatina y receptores implicados

En el sistema nervioso central la somatostatina actia como un neurotransmisor
mediando efectos sobre funciones cognitivas, locomotoras, sensoriales y autonémicas
(Patel et al., 1999). Sin embargo, a este nivel, su accién primaria es de tipo
neuroendocrino, participando en el control, como factor inhibidor, de la liberaciéon
hipofisaria de hormona de crecimiento (GH) y hormona estimulante del tiroides (TSH)
(Hall et al., 1978). A nivel central, actua también inhibiendo la liberacion de dopamina,
noradrenalina, hormona liberadora de tirotropina (TRH) y factor liberador de
corticotropina (CRF). De forma general, posee actividad antinociceptiva (Hasler et al.,
1993) e inhibe la proliferacion celular y el crecimiento tisular (Beglinger y Drewe, 1999),
de ahi su uso clinico en tratamientos antitumorales.

En el tracto gastrointestinal la somatostatina ejerce también un amplio espectro
de acciones, en su mayoria de tipo inhibitorio:

i) Control de la secrecion acida gastrica.

La inhibicién de la secrecion acida gastrica es probablemente la accién mas
caracteristica de la somatostatina a nivel gastrointestinal. La somatostatina es un
inhibidor potente de la secrecion &cida gastrica y probablemente el principal
regulador inhibitorio durante las fases cefalica, gastrica e intestinal de la secrecion
(Lloyd y Walsh 1994). Estudios in vivo, en humanos y en perros, muestran que la
somatostatina inhibe la secrecion acida gastrica a dosis que simulan los niveles
plasmaticos observados en estados postprandiales, sugiriendo, por lo tanto, que se
trata de una accion fisioldgica y no de un efecto farmacoldgico (Seal et al., 1982;
Chiba 'y Yamada, 1994).
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En el estbmago, la somatostatina es sintetizada y liberada por células D de la
mucosa gastrica. Estas células se distribuyen tanto en la mucosa antral como en la
fundica, y muestran una morfologia caracteristica, con extensiones citoplasmaticas,
que las aproxima a las células diana: células G en el antro y células ECL y parietales
en el fundus (Kusumoto et al., 1979; Larsson et al., 1979). Estas dos poblaciones de
células D responden a distintos estimulos. Las células D antrales estan abiertas a la
luz géastrica y responden a cambios en la acidez del lumen gastrico. Por esta via,
descensos en el pH intragastrico estimularian la liberacion de somatostatina
(Shubert et al., 1988) la cual actuaria sobre células G vecinas inhibiendo la sintesis y
liberacion de gastrina, lo que finalmente produciria una inhibicion de la secrecion
acida (Fig. 1.1.1). Por el contrario, las células D del fundus gastrico son de tipo
cerrado y carecen de contacto con la luz gastrica. Estas células responden a
diferentes estimulos locales, como gastrina, acetilcolina y otros neuropéptidos (Zeng
et al.,, 1996a). Su estimulacién resulta también en la liberaciéon de somatostatina, la
cual actua directamente sobre las células ECL inhibiendo la liberacién de histamina y
sobre las células parietales inhibiendo la actividad de las mismas (Fig. 1.1.2). La
morfologia y distribucion de las células D con respecto a sus células diana apoyan la
hipotesis de que, en el estbmago, la somatostatina actia mediante un mecanismo
de tipo paracrino mas que endocrino, actuando sobre las células diana por difusion
local a través del espacio intersticial.

Tanto en los periodos interdigestivos como en los postprandiales, la liberacidon
local de somatostatina actuaria evitando estados de hipersecreciéon, mediante un
triple mecanismo: i) accion sobre las células ECL inhibiendo la liberacion de
histamina; ii) accién sobre las células G antrales inhibiendo la liberacién de gastrina;
y iii) inhibicion directa de las células parietales (Maklouf y Schubert, 1990; Shubert y
Maklouf, 1992; Vuyyuru et al., 1995). La accion combinada de estos tres efectos
resultaria, en condiciones fisiolégicas, en el patrén normal de secrecioén acida.

En general, la sintesis de somatostatina y gastrina antral estan reciprocamente
reguladas por el contenido del lumen gastrico. Como ya se ha comentado
anteriormente, la presencia de aminodacidos y péptidos en el lumen gastrico estimula
la liberacion de gastrina, la cual actia sobre células ECL y células parietales
estimulando la secrecion acida. Ademas, la gastrina, a través de receptores del tipo
CCK1 localizados en células D (Roche et al., 1991), estimula la liberacién de
somatostatina, lo que origina un mecanismo de retroalimentacion negativa que
tiende a inhibir la secrecién, evitando una respuesta hipersecretora asociada a los
aumentos en los niveles de gastrina. A la vez, el descenso en el pH luminal, estimula
la liberacién de somatostatina antral, la cual actia de manera paracrina inhibiendo la
liberacion de gastrina de células G (Shubert et al., 1988; Fig. 1.1.1). Diversos
estudios in vitro han observado que la inmunoneutralizacion de la somatostatina
endogena se asocia a un incremento en los niveles de gastrina y en la secrecion
acida gastrica sugiriendo que la somatostatina ejerce un efecto inhibitorio ténico
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sobre la misma (Holst et al., 1992), aunque in vivo este mecanismo no esta
totalmente demostrado (Martinez et al., 1995).

Aunque la interaccién entre la gastrina y la somatostatina es el principal
componente del control de la secrecion acida gastrica, la secrecion de la
somatostatina depende también de la accion de otros péptidos reguladores
gastrointestinales y del eje sistema nervioso central-tracto gastrointestinal, sobre
todo a través de la inervacion extrinseca vagal. Estos sistemas regulan tanto la
liberacion de somatostatina antral como fundica (Lloyd y Debas, 1994).

Hasta la fecha, los diferentes estudios realizados in vitro e in vivo sugieren que
el receptor SSTR2 esta directamente implicado en la regulacion de la secrecion
acida gastrica. Los primeros estudios realizados in vivo con el andlogo de la
somatostatina, SMS 201-995 (agonista SSTR2/3/5), mostraron una actividad
inhibitoria similar o incluso mayor que la de la propia somatostatina (Karnes et al.,
1989; Gyr y Meier, 1993). Estudios posteriores en ratas conscientes han demostrado
que diferentes analogos de la somatostatina con actividad preferente sobre los
receptores SSTR2 inhiben la secrecion acida estimulada por pentagastrina con una
potencia similar a la del péptido enddégeno (Rossowski et al., 1994; Coy y
Rossowski, 1995). Observaciones similares se han realizado también en perros
conscientes y en ratas y ratones anestesiados, asi como empleando diferentes
secretagogos (Lloyd et al., 1995, 1997; Aurang et al., 1997; Fung y Greenberg, 1997;
Martinez et al., 1998).

Aproximaciones similares, tanto in vivo como in vitro, se han empleado para
caracterizar los mecanismos a través de los cuales la somatostatina inhibe la
secrecion acida gastrica. El empleo de analogos con preferencia por los receptores
SSTR2, 3 y 5 parece indicar que la somatostatina inhibe la secrecién de gastrina e
histamina, en rata y perro, a través de receptores SSTR2 localizados en células G y
células ECL, respectivamente (Zaki et al., 1996; Aurang et al., 1997; Lloyd et al.,
1997). Hallazgos in vitro utilizando cultivos primarios enriquecidos en células G
antrales caninas y células ECL fundicas de rata corroboran las observaciones in vivo
(Prinz et al., 1994). Ademas, estudios mediante PCR han demostrado un nivel de
expresion de los receptores SSTR2 superior al de otros subtipos en células ECL de
rata (Prinz et al., 1994). En conjunto, estas observaciones morfoldgicas y funcionales
parecen indicar que la somatostatina inhibe la secrecion acida gastrica a través de la
inhibicion de la liberacién de gastrina y de histamina y que estas acciones dependen
de la estimulacién de receptores SSTR2 localizados en células G y células ECL; sin
embargo, hasta el momento, no se ha determinado la presencia de receptores para
somatostatina en células G.

Por otro lado, estudios realizados en estémago aislado de rata, empleando
analogos de la somatostatina con especificidad relativa por diferentes subtipos de
receptores, muestran que la somatostatina inhibe directamente la actividad de las
células parietales a través de un mecanismo que parece depender, también, de
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receptores SSTR2 (Wyatt et al., 1996). Sin embargo, la importancia funcional in vivo
de este mecanismo no se ha determinado.

Finalmente, la importancia del receptor de tipo 2 en el control de la secrecion
acida se ha puesto de manifiesto empleando antagonistas selectivos asi como
animales modificados genéticamente en los cuales se ha eliminado el gen que
codifica para el mismo. Estudios funcionales muestran que el antagonista selectivo
de los receptores SSTR2, PRL-2903, inhibe la respuesta antisecretora inducida por
la infusién de somatostatina en ratas conscientes (Rossowski et al., 1998) y que
produce un incremento transitorio en la secrecion acida y los niveles plasmaticos de
gastrina en ratas anestesiadas con uretano (Kawakubo et al., 1999). El unico estudio
existente empleando ratones transgénicos carentes del receptor SSTR2 muestra
que estos animales, cuando se anestesian con uretano, tienen una secrecion acida
basal aumentada, aunque los niveles plasmaticos de gastrina son normales
(Martinez et al.,, 1998); lo que sugiere una falta de accién inhibitoria de la
somatostatina enddgena y, por lo tanto, que el mecanismo de accion de la hormona
depende de este receptor.

Modulacion de la motilidad gastrointestinal.

Numerosas evidencias sugieren que la somatostatina es un regulador fisiolégico de
la motilidad gastrica e intestinal, tanto en estado postprandiales como durante los
periodos interdigestivos. Los efectos de la somatostatina sobre la motilidad gastrica
son variables. Estudios realizados mediante RT-PCR han demostrado que los cinco
subtipos de receptores se expresan en células de musculo liso de estébmago (Corleto
et al., 1999) lo que sugiere su implicacion en el control motor. Estudios funcionales
realizados en la especie humana han demostrado que tanto la somatostatina como
el SMS 201-995, administrados periféricamente, tienen efectos tanto estimulantes
como inhibitorios sobre el vaciamiento gastrico (Johansson et al., 1978; Fuess et al.,
1987; Von der Ohe et al.,, 1995; Okamoto et al., 1997). En un estudio se ha
observado que el compuesto SMS 201-995 inhibe el vaciamiento gastrico en la rata
(Smedh et al., 1999).

A nivel intestinal, los efectos descritos son basicamente de tipo inhibitorio y se
asocian a una inhibicion de la liberaciéon de acetilcolina o a la modulacién de las
acciones de la acetilcolina liberada por otros péptidos (Yau et al., 1983; Teitelbaum
et al., 1984). Estudios recientes in vitro han demostrado que, en la rata y el ratén, la
somatostatina alarga el complejo mioeléctrico motor migratorio (Abdu et al., 2002) y
modula las respuestas musculares ascendente y descendente durante el reflejo
peristaltico (Grider, 2003). Estudios con el antagonista selectivo de los receptores
SSTR2, Cyanamid154806, sugieren que, en la rata, el efecto de la somatostatina
sobre los complejos motores migratorios se debe a estos receptores (Abdu et al.,
2002). Sin embargo, en ratones trangénicos carentes del receptor SSTR2 se siguen
observando efectos asociados a la somatostatina exdgena lo que sugiere que en



Introduccién - 13

esta especie otros receptores, ademas del tipo 2, participan en la modulacion de la
motilidad intestinal (Abdu et al., 2002).

iii) Regulacion de las funciones pancreaticas endocrina y exocrina.

El pancreas contiene abundante somatostatina, tanto en células endocrinas (células
0) como en células nerviosas (Luft et al., 1974) y ésta participa tanto en el control de
la actividad endocrina como exocrina del mismo. La somatostatina, procedente de
células endocrinas y actuando a través de mecanismos de tipo paracrino, regula la
funcion endocrina pancreatica participando en los mecanismos de retroalimentacion
que median la regulacién de la liberacién de insulina y glucagén en los islotes de
Langerhans. A nivel exocrino, la somatostatina, actuando preferentemente como un
neuropéptido, inhibe la secrecion tanto enzimatica como de bicarbonato (Heintges et
al., 1994). Estudios inmunohistoquimicos demuestran una expresion variable de los
5 tipos de receptores en el pancreas (Raulf et al., 1994); con un predominio de los
receptores SSTR1 y 5 en células B y de receptores SSTR2 en células acinares.
Estudios funcionales implican a los receptores SSTR2 en el control de la actividad
exocrina y a receptores SSTR5 y SSTR2 en el control de la secrecion de insulina
(Mitra et al., 1999; Strowski et al., 2000).

iv) Regulacion de las actividades secretoras y de absorcién del intestino delgado.

En el intestino delgado, la somatostatina, inhibe la secrecidén de agua y electrolitos y
la absorcién de nutrientes (Dharmsathaphorn et al., 1980; Marki, 1981). Los
receptores que median estos efectos no se han caracterizado.

v) Regulacién del flujo sanguineo.

La somatostatina reduce el flujo sanguineo esplacnico (Harris, 1994). Los receptores
implicados en estas acciones no se han caracterizado.

Como ya se ha mencionado, la somatostatina se considera el principal inhibidor
fisiologico de la secrecion acida gastrica. Sin embargo, un gran numero de
neuropéptidos (como el VIP, el CGRP, la CCK, la amilina, la bombesina o el PACAP)
inhiben la secrecion acida con potencias comparables, o incluso superiores, a la de la
somatostatina (Shubert et al., 1991a, b; Taché et al., 1991; Lloyd et al., 1992; Mungan
et al., 1992; Martinez et al., 1995). El mecanismo de acciéon de la mayoria de estos
mediadores no se conoce con exactitud. Algunos estudios sugieren que, al menos en
ocasiones, la somatostatina podria actuar como el mediador de las respuestas
inhibitorias observadas. En este trabajo, nos centraremos en dos neuropéptidos cuyas
acciones sobre la secrecion acida gastrica no se han caracterizado in vivo en el ratén y
que, ademas, tienen mecanismos de accidon controvertidos, en los cuales se han
sugerido acciones tanto dependientes como independientes de la somatostatina: la
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bombesina y el polipéptido activador de la adenilil ciclasa pituitaria (Pituitary Adenylate
Cyclase Activating Polypeptide, PACAP, segun la nomenclatura anglosajona).

1.2.2 - Bombesina

La bombesina, su homélogo en los mamiferos, el péptido liberador de gastrina
(Gastrin Releasing Peptide segun la terminologia anglosajona, GRP), y péptidos
relacionados son un grupo de neuropéptidos con un alto grado de homologia estructural
y funcional a lo largo de la escala filogenética. Durante los ultimos afios, numerosos
estudios han demostrado que la bombesina/GRP participa de forma importante en el
control de la funcién gastrica, actuando tanto a nivel central como periférico (Martinez y
Taché, 2000).

Estudios inmunohistoquimicos han revelado la presencia de bombesina/GRP en
abundantes fibras nerviosas en el antro y fundus gastrico de diversas especies
(Dockray et al., 1979; Ekblad et al., 1985), sugiriendo un papel fundamental de la
bombesina en la regulacion de la funcion gastrica. El mecanismo por el cual la
bombesina modula periféricamente la secrecion acida gastrica no se conoce con
exactitud, ya que se ha visto que las respuestas son variables dependiendo de la dosis,
de la modalidad de administracion asi como de la especie considerada. Asi, estudios in
vivo muestran que la administracion periférica de bombesina, estimula la secrecion
acida gastrica en el perro, el gato y la especie humana (Helman y Hirschowitz, 1987;
Bado et al., 1989; Kovacs et al., 1995; Hildebrand et al., 2001). Resultados obtenidos
tanto in vivo como in vitro sugieren que estas acciones de la bombesina podrian
deberse a la liberacion de gastrina por estimulacion directa de células G (Sugano et al.,
1987; Kovacs et al., 1995; Squires et al., 1999). Sin embargo, los efectos secretores
son variables ya que tanto en el perro como en la especie humana, a dosis elevadas, la
bombesina inhibe la secreciéon acida (Herman y Hirschowitz, 1987; Walsh et al., 1988).
De forma similar, en la rata, las respuestas secretoras asociadas a la administracion
periférica de bombesina/GRP son predominantemente de tipo inhibitorio (Bertaccini et
al., 1973; Rossowski et al., 1989; Martinez et al., 1995). Diversos estudios realizados in
vitro, en estdmago aislado de rata y ratén, han demostrado que la bombesina estimula
la liberacion de la somatostatina (Sandvik et al., 1989; Shubert et al., 1991b) la cual
inhibiria la liberacion de histamina de células ECL, lo que resultaria finalmente en una
inhibicion de la secrecion acida (Sandvik et al., 1997). Apoyando esta hipétesis,
estudios autoradiograficos han detectado la presencia de receptores para
bombesina/GRP en células D (Nakamura et al., 1988). Ademas, empleando técnicas
inmunohistoquimicas y de radioinmunoensayo, se ha demostrado que la bombesina
estimula la liberacion de somatostatina en cultivos primarios de células fundicas de rata
a través de receptores especificos (Schaffer et al., 1997). Sin embargo, estudios en la
rata basados en la inmunoneutralizacién in vivo de la somatostatina muestran que la
accion antisecretora de la bombesina no depende de este péptido (Martinez et al.,
1995), sugiriendo la existencia de otro u otros mecanismos de accion.
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En su conjunto, estas observaciones sugieren que las diferencias observadas
en las respuestas secretoras a la bombesina pueden deberse a un balance entre las
acciones estimulantes asociadas a la liberacion de gastrina y las inhibitorias asociadas
a la liberacion de somatostatina (Sandvik et al., 1989). A estas acciones hay que afadir
la posibilidad de un efecto inhibitorio directo de la bombesina sobre células parietales,
tal y como sugieren varios estudios in vitro (Sandvik et al., 1989; Shubert et al., 19913,
b).

1.2.3 - Polipéptido activador de la adenilil ciclasa pituitaria (PACAP)

El PACAP forma parte de la familia de neuropéptidos secretina-polipéptido
intestinal vasoactivo (VIP). Su nombre proviene de la primera actividad biologica
descrita para el mismo, la capacidad de estimular la actividad adenilil ciclasa en cultivos
celulares de pituitaria de rata (Miyata et al., 1989). Se trata de un péptido altamente
conservado a lo largo de la escala filogenética y con un 68% de homologia con el VIP
(Kimura et al., 1990; Ogi et al., 1990). Hasta la fecha, se han descrito tres subtipos de
receptores para el PACAP: VPAC,, VPAC, y PAC,. Estos receptores estan acoplados a
proteinas G y se diferencian en su estructura, afinidad por diferentes ligandos vy
distribucion tisular (Harmar y Lutz., 1994). VPAC, y VPAC, (también denominados VIP1
y VIP2) tienen una afinidad similar por el PACAP y el VIP y se expresan
abundantemente a lo largo de todo el tracto gastrointestinal (Zimmerman et al., 1989;
Miampamba et al., 2002). El receptor PAC; se expresa predominantemente en el
sistema nervioso central (Vaudry et al., 2000), glandula adrenal (Watanabe et al., 1992),
células ECL (Zeng et al., 1996; Lauffer et al., 1999) y sistema nervioso entérico
(Miampamba et al., 2002) y en algunos tumores pancreaticos de roedores (Buscail et
al., 1990). Este receptor tiene una afinidad superior por el PACAP que por otros
ligandos, considerandose un receptor especifico para este péptido.

Estudios inmunohistoquimicos muestran que el PACAP se localiza a lo largo de
todo el tracto gastrointestinal y en algunos casos se ha demostrando su co-localizacion
con otros neuropéptidos, tales como GRP, VIP o el péptido relacionado con el gen de la
calcitonina (CGRP). En el estémago, se han identificado fibras con inmunoreactividad
de tipo PACAP en las capas musculares circular y longitudinal y en los plexos
mientérico y submucoso; con una mayor densidad en el esfinter pilérico (Koves et al.,
1993; Hannibal et al., 1998; Miampamba et al., 2002). Estas observaciones sugieren un
papel importante de PACAP modulando la funcién motora y secretora gastrica.

Asimismo, diferentes estudios funcionales sugieren que el PACAP desempefia
un papel fisioldgico en la regulacion central y periférica de la secrecion acida gastrica.
En la rata, la administracion intracerebroventricular de PACAP estimula la secrecion
acida gastrica a través de un mecanismo vagal (Ozawa et al., 1997). Sin embargo, los
efectos periféricos del PACAP sobre la secrecién acida no se conocen con exactitud, ya
que los estudios realizados son escasos y en ocasiones contradictorios.
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Los primeros estudios in vivo, en ratas conscientes, muestran que el PACAP
inhibe de forma dosis dependiente la secrecion acida gastrica estimulada por diferentes
secretagogos, sugiriendo un posible efecto a nivel de la célula parietal (Mungan et al.,
1992, 1995). Asimismo, estudios realizados in vitro, en estdmago aislado de rata,
sugieren que el PACAP inhibe la secrecion acida a través de un mecanismo
dependiente de somatostatina, secretina y prostaglandina E, (PGE;) (Li et al., 2000).
Estudios recientes in vitro han demostrado que el PACAP y el VIP estimulan con una
eficacia similar la liberacion de somatostatina en cultivos de células D fundicas de rata,
sugiriendo una accion directa del PACAP sobre las mismas a través del receptor comun
PACAPNIP, VPAC (Zeng et al., 1996,1999), aunque la forma exacta del receptor (1 o
2) no se ha determinado. Por otro lado, estudios in vitro, han demostrado que el
PACAP también estimula la liberaciéon de histamina de células ECL aisladas de rata
(Zeng et al., 1999; Lindstrom et al., 2001a). De acuerdo con esta observacion, estudios
moleculares mediante analisis por Western Blot y RT-PCR han descrito la presencia del
receptor PAC1 en células ECL (Zeng et al., 1998). Estas observaciones han llevado a
algunos autores a sugerir que el PACAP estimularia indirectamente la secrecion acida
actuando a través de estos receptores y liberando histamina (Zeng et al., 1999; Pisegna
et al., 2000). Sin embargo, en los estudios realizados in vivo s6lo se han observado
respuestas estimulantes en condiciones experimentales en las que los efectos de la
somatostatina endégena se bloquearon mediante inmunoneutralizacion con anticuerpos
especificos (Zeng et al.,, 1999). En conjunto, estas observaciones sugieren que los
efectos del PACAP sobre la secrecion acida gastrica pueden depender de un balance
entre las acciones estimulantes de la histamina liberada de células ECL y las acciones
inhibitorias de la somatostatina liberada de células D.

2 - Alteraciones en el Control de la Secrecion Acida Gastrica: Modelos
Genéticos e Inflamacion

2.1- Modelos animales modificados genéticamente: Aplicacion en estudios
de secrecion gastrica

Uno de los avances mas importantes en investigacion biomédica en los ultimos
afios ha sido el desarrollo de técnicas de manipulacion genética, lo que ha permitido
generar animales en los que se han alterado, eliminado o inactivado selectivamente uno
o varios genes. Estos animales se han convertido en una herramienta muy util para el
estudio de la funcién de determinadas moléculas asi como de mecanismos de
regulacién, incluidas las vias implicadas en el control de la secrecidn acida gastrica
(Samuelson y Hinkle, 2003). La disponibilidad de ratones con manipulaciones genéticas
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que afectan a los principales mecanismos de control de la secrecion acida esta
permitiendo en la actualidad la caracterizacion detallada de los mismos.

Las vias implicadas en los mecanismos estimulantes de la secrecion han sido
objeto de manipulacion genética a todos sus niveles. Se han generado ratones tanto
carentes (“knockout”) en gastrina asi como en el receptor CCK2, a través del cual ésta
ejerce sus acciones (Langhans et al., 1997; Friis-Hansen et al., 1998). En ambos casos,
los ratones presentan una secrecion basal reducida y una respuesta alterada a
secretagogos (gastrina, histamina y betanecol), lo que sugiere que la gastrina es un
factor esencial para el mantenimiento de la secrecion acida y/o para el desarrollo del
sistema secretor de acido en el estbmago.

De forma similar, se han generado ratones deficientes en el receptor H2 de la
histamina (Kobayashi et al., 2000). Estos animales muestran unos valores de secrecion
basal y una respuesta secretora al carbacol normales. Sin embargo, presentan una
hipergastrinemia permanente con ausencia de respuesta secretora a esta hormona,
confirmando que la principal via de accion de la gastrina depende de la liberaciéon de
histamina y la activacion de receptores H2.

Recientemente, se han generado ratones carentes del receptor colinérgico M3
(Aihara et al., 2002). Estos animales presentan un pH intragastrico elevado, sugiriendo
una alteracion en la secrecidén acida basal. Sin embargo, en este modelo se ha
observado que las respuestas secretoras a gastrina, histamina e incluso acetilcolina,
son normales. Se observa, ademas, hipergastrinemia, lo que sugiere la existencia de
mecanismos de retroalimentacién que compensan la carencia del receptor M3 en la
célula parietal a través de un incremento en los niveles de gastrina.

En todos los modelos expuestos anteriormente se ha demostrado, ademas, que
los cambios funcionales en la secrecion acida asociados a la manipulacion genética se
asocian a cambios histolégicos en la mucosa gastrica; sobre todo a variaciones en la
abundancia relativa y caracteristicas de las células secretoras y/o endocrinas de la
misma. Por ejemplo, en los ratones carentes de gastrina, los estudios histoquimicos
muestran que todos los tipos celulares propios de la mucosa gastrica estan presentes,
sin embargo se observa una reduccion significativa en el numero de células parietales y
de células ECL (Friis-Hansen et al., 1998), lo que concuerda con el estado de
hiposecrecidon que presentan estos animales. De forma similar, se ha observado un
descenso en el nimero de células ECL en ratones carentes del receptor CCK2
(Langhans et al., 1997). Por el contrario, la eliminacion del receptor H2 de la histamina
produce una hipertrofia de la mucosa gastrica con un aumento en el nimero de células
parietales y ECL (Kobayashi et al., 2000), probablemente como mecanismo
compensatorio a la falta de produccion de acido en respuesta a la histamina endégena.

Sin embargo, apenas existen modelos genéticos con alteraciones en las vias
inhibitorias de la secrecion acida gastrica. En los ultimos afios se ha generado un
modelo de ratén “knockout “ para el receptor de tipo 2 de la somatostatina (Zheng et al.,
1997). Este mutante, aunque originalmente creado para el estudio de alteraciones en la
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secrecion de hormona del crecimiento, es totalmente normal en cuanto a su desarrollo y
puede ser una herramienta muy util para el estudio de los mecanismos neuroendocrinos
inhibitorios que regulan la secrecion acida gastrica. Los ratones carentes de este
receptor presenta un pH intragastrico y unos niveles de gastrina similares a los de los
animales de tipo salvaje (Martinez et al., 1998). Sin embargo, cuando se anestesian con
uretano presentan una elevada secrecion basal, que parece deberse por completo a
una accion asociada a la gastrina enddégena, a pesar de ser normogastrinémicos
(Martinez et al., 1998). Otras alteraciones en los mecanismos de control de la secrecion
acida asi como su correlacion con cambios histolégicos en la mucosa gastrica no han
sido caracterizados en este modelo animal.

2.2 - Lafuncion gastrica en estados inflamatorios

La inflamacion gastrica, gastritis, es una alteracién frecuente en estados
fisiopatoldgicos que cursan con alteraciones en la secrecion, motilidad y/o sensibilidad
gastrica. Las causas de la gastritis son multiples y probablemente es consecuencia de
una serie de desequilibrios entre los factores que tienden a agredir la mucosa y la
capacidad de esta para defenderse de la agresion. La colonizacion del estébmago por
Helicobacter pylori es una de las causas mas frecuentes de gastritis en humanos. Por
ello, en la bibliografia se encuentran numerosos estudios que caracterizan las
alteraciones fisiopatoldgicas asociadas a este patdégeno. En la especie humana, la
infeccion con H. pylori induce una inflamacion de la mucosa gastrica que genera
alteraciones fisiopatoldgicas que afectan tanto a la morfologia como a la actividad
funcional de la misma (Fox et al., 1998). Por ello, frecuentemente, la gastritis debida a
H. pylori se asocia a alteraciones en la secrecion acida gastrica. Algunos estudios han
observado que la infeccion crénica por H. pylori puede ocasionar una atrofia de la
mucosa gastrica asociada a un estado de hipoclorhidria o, por el contrario,
desencadenar una gastritis no atréfica caracterizada por un aumento en la secrecion
acida (EI-Omar et al., 1993, 1995). Estas alteraciones secretoras pueden ser un
mecanismo de respuesta a la infeccion o a la inflamacidon en general, y no asociarse
exclusivamente a la presencia de H. Pylori, ya que se han observado alteraciones
similares en diferentes modelos animales de gastritis, tanto de origen bacteriano como
no bacteriano (Dubois et al., 1991; Dial et al., 2000; Takashima et al., 2001; Xiao et al.,
2001; Zavros et al., 2002a, b, c).

Varios estudios en modelos animales han caracterizado los cambios funcionales
de la mucosa gastrica asociados a la gastritis de origen infeccioso en modelos
animales. Los estudios mas recientes sugieren que durante el proceso inflamatorio se
liberan localmente un gran numero de mediadores inflamatorios, los cuales tenderian a
maximizar la capacidad secretora del estbmago con el fin de evitar el sobrecrecimiento
bacteriano. El aumento de la secrecién gastrica seria el resultado de una estimulacién
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combinada de las células G (desencadenando una hipergastrinemia) y de células
parietales y una inhibicion de las células D, con la consiguiente disminucién en los
niveles de somatostatina (Zavros et al., 2002a, b, ¢). Sin embargo, esta hipdtesis
contrasta con resultados previos, ya que una infeccion prolongada (24 semanas) por H.
pylori en el ratéon indujo una gastritis severa acompanada de una disminucion en la
secrecion acida gastrica (Dial et al., 2000). Este estado de hipoclorhidria se ha
relacionado con un aumento en los niveles de PGs, derivado de la expresion de la
enzima ciclo-oxigenasa de tipo 2 (COX-2) (Dial et al., 2000).

Por otro lado, en la especie humana, un gran niumero de casos de gastritis tienen
lugar en ausencia de una infeccion aparente por H. pylori, e incluso sin alteraciones
organicas evidentes en la pared gastrica. Sin embargo, los cambios funcionales
asociados a la gastritis de origen no infeccioso han sido poco estudiados. En varios
estudios se han empleado anti-inflamatorios no esteroideos (AINES) para inducir
respuestas inflamatorias gastricas, basandose en su potencial gastrolesivo (Glavin y
Szabo, 1992; Wagner et al., 1995; Vane y Botting, 1998). Existen otro tipo de irritantes
leves que no ocasionan lesiones organicas evidentes pero pueden inducir una
inflamacién de la mucosa gastrica. Recientemente se ha utilizado el bloqueante de los
grupos sulfidrilo, yodoacetamida, para el desarrollo de una gastritis leve subcrénica en
la rata (Barnett et al., 2000; Bielefeldt et al., 2002; Ozaki et al., 2002). La yodoacetamida
es un agente que actua acetilando los grupos sulfidrilo de moléculas organicas
(glutation y algunos aminoacidos) que tiene un importante papel en el mantenimiento de
la integridad de la mucosa gastrointestinal (Romano et al., 1992), generando un estado
de inflamacién leve sin ocasionar lesiones organicas evidentes. En estos estudios se ha
visto que ratas tratadas con yodoacetamida (adicionada al agua de bebida) desarrollan
un cuadro de gastritis leve, caracterizado por la presencia de un infilirado inflamatorio
difuso en la mucosa y submucosa gastrica, con ausencia de erosiones o ulceraciones
(Barnett et al., 2000; Bielefeldt et al., 2002; Ozaki et al., 2002). Sin embargo, a pesar de
que los animales no desarrollan lesiones organicas evidentes, presentan cambios
importantes en las funciones secretoras y sensoriales gastricas. En ratas tratadas
durante 5 dias con yodoacetamida se observd que la respuesta secretora a la
pentagastrina estaba aumentada con respecto a los controles (Barnett et al., 2000) y un
tratamiento similar indujo respuestas hiperalgésicas asociadas a la distension gastrica
(Bielefeldt et al., 2002; Ozaki et al., 2002).

Por otro lado, los estados de gastritis cursan también con alteraciones variables
en la motilidad gastrica. La gastritis no se asocia con un patron consistente de
alteraciones motoras y, tanto en animales como en la especie humana, se han descrito
la estimulacion, la inhibicién o la ausencia de cambios en los patrones de vaciamiento
gastrico. En humanos infectados con H. pylori no se ha observado una correlacion entre
el vaciamiento gastrico y la presencia de gastritis, y se ha descrito tanto la ausencia de
variaciones en la tasa normal de vaciamiento gastrico como la presencia de aumentos o
disminuciones de la misma (Chang et al., 1996; Manes y Marfertheiner, 1999;
Koskenpato et al., 2000; Chiloiro et al., 2001). De forma similar, diferentes estudios en
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modelos animales de gastritis de origen bacteriano no han logrado tampoco demostrar
un patrén consistente de cambios en el vaciamiento gastrico (Dubois et al.,, 1991;
Duval-Araujo et al., 2000). Sin embargo, la relacién entre vaciamiento gastrico y gastritis
inducida por irritantes quimicos no ha sido estudiada.

2.2.1 - Mediadores inflamatorios y funcion gastrica

Multiples mecanismos y tipos celulares se han implicado en la génesis y
mantenimiento de las respuestas inflamatorias. Los cuadros de gastritis se han
asociado frecuentemente a alteraciones en los niveles de PGs, como es el caso del
mecanismo de accion de los AINEs, y a la presencia de infiltrados inflamatorios a nivel
de la mucosa y submucosa que liberarian mediadores celulares responsables de los
cambios funcionales observados durante la inflamacion.

Modelos animales de gastritis han implicado variaciones en la sintesis de PGs
como uno de los mecanismos responsables de los cambios funcionales, y
eventualmente de las lesiones organicas de la mucosa, que pueden observarse durante
la inflamacion. Tanto en gastritis de origen infeccioso, en animales o en la especie
humana (Fu et al., 1999; Dial et al., 2000), como no infeccioso, en ratas (Barnett et al.,
2000), se han descrito aumentos en los niveles de PGs, derivados de la expresion de la
COX-2. Las prostaglandinas inhiben la secrecién acida gastrica (Levine et al., 1984;
Cohen, 1987) y tienen un papel determinante en muchos de los mecanismos de
defensa de la mucosa, ya que participan activamente en la secrecion de moco vy
bicarbonato, en la regulacion del flujo sanguineo gastrico y en los procesos de
restitucion y regeneracion celular (Flemstrom, 1986; Cryer, 2001). En su conjunto, estas
observaciones sugieren que las PGs pueden ser uno de los mediadores potencialmente
implicados en los cambios funcionales asociados a la inflamacion gastrica.

Como se ha expuesto anteriormente, la histamina tiene un papel fundamental en
la regulacion de la secrecion acida gastrica, ademas es, probablemente, uno de los
principales mediadores de las respuestas inflamatorias. En el estémago, estudios
inmunocitoquimicos han demostrado que la histamina se almacena principalmente en
células ECL y mastocitos (Hakanson y Sundler, 1987). Aunque el papel de los
mastocitos en la regulacion de la secrecién acida gastrica no se conoce con exactitud,
evidencias morfoldgicas y funcionales sugieren una posible implicacion de estas células
en el control de la misma. Estudios bioquimicos han demostrado que, en el estdbmago
del ratén, aproximadamente un 66% de la histamina se almacena en células
mastocitarias y un 34% en células no mastocitarias (Yamatodani et al., 1982). A pesar
de ello, la histamina de origen mastocitario parece ser de poca importancia en el control
de la secrecion acida en condiciones fisiolégicas. Sin embargo, durante procesos
inflamatorios, la activacion de los mastocitos con la consiguiente liberacion de
mediadores inflamatorios, incluyendo la histamina, podria contribuir de manera
importante a las alteraciones secretoras observadas durante los mismos (Nakajima et
al.,, 1997; Yu y Perdue, 2001). Estas observaciones, sin embargo, contrastan con
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resultados obtenidos en ratones deficientes en mastocitos en los cuales la secrecion
acida gastrica basal y la respuesta secretora a pentagastrina se encuentran reducidas
(Stechschulte et al.,, 1990). De acuerdo con estas observaciones, se ha visto que los
mastocitos residentes en el tracto gastrointestinal estan implicados en la fisiopatologia
de varias alteraciones digestivas, tales como la ulcera péptica o la enfermedad
inflamatoria intestinal (Bechi et al., 1993; Charalabos et al., 1993; Whittle, 1993;
Soéderholm et al., 2002). Igualmente, se ha observado un aumento en el nimero de
mastocitos en la pared gastrica en cuadros de gastritis asociada a H. pylori o a
tratamientos con AINEs (Nakajima et al., 1997). Por ultimo, estudios realizados en ratas
han demostrado que el tratamiento con estabilizadores de la membrana de los
mastocitos previene el dafio gastrico inducido por etanol (Kalia, 2000). En su conjunto,
estas observaciones sugieren que los mastocitos, en particular los mediadores
liberados durante su activacion, pueden participar de forma importante en las
alteraciones funcionales asociadas a estados inflamatorios en el tracto gastrointestinal,
incluyendo las alteraciones funcionales gastricas asociadas a los cuadros de gastritis.
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A partir de los antecedentes expuestos, el objetivo general de este trabajo ha
sido la caracterizacion, in vivo, de algunos mecanismos de regulaciéon de la funcion
gastrica en el ratdn, con especial énfasis en el control de la secrecién acida.

En primer lugar, se pretende caracterizar los cambios morfolégicos y funcionales,
a nivel gastrico, asociados a una gastritis subcronica inducida por el irritante quimico
yodoacetamida. Para ello, se valoraran los cambios histolégicos de la pared gastrica,
asi como los cambios en el peso corporal y en la ingesta asociados a la administracion
subcrénica de yodoacetamida. Ademdas, se pretende caracterizar los cambios
funcionales, alteraciones en la motilidad y en la secrecion acida gastrica, asociados al
proceso inflamatorio y profundizar en los mecanismos implicados en los mismos, en
particular, la posible implicacion de las prostaglandinas y del componente celular
asociado a la respuesta inflamatoria, en concreto de los mastocitos.

Por otro lado, se pretende caracterizar, in vivo, la implicacion relativa de los
diferentes subtipos de receptores de somatostatina (SSTR1-5), en la regulacién de la
secrecion acida y del vaciamiento gastrico en el raton. Para ello, se empleara una
combinacién de técnicas basadas en la inmunoneutralizacion in vivo de péptidos
reguladores gastrointestinales (gastrina y somatostatina) y la manipulaciéon
farmacologica de los receptores de somatostatina. Estas técnicas se emplearan para
caracterizar la secrecion acida gastrica tanto en animales normales como en animales
manipulados genéticamente en los cuales se ha eliminado el gen que codifica para el
receptor de tipo 2 de la somatostatina (SSTR2). En estos animales, ademas de los
cambios funcionales asociados a la falta de los receptores SSTR2 se pretende también
caracterizar los cambios en la morfologia de la mucosa gastrica asociados a la falta de
dicho receptor y como ésto puede afectar a las poblaciones celulares de la mucosa con
inmunoreactividad de tipo gastrina (células G) y de tipo somatostatina (células D).

Por dltimo, se pretende profundizar en el mecanismo de accion de los
neuropéptidos bombesina y PACAP modulando la secrecién acida gastrica en el ratén,
in vivo. En primer lugar se caracterizaran las acciones que estos neuropéptidos tienen
sobre la secrecion acida gastrica. A continuacion, se estudiara el mecanismo de accion
de los mismos; en particular, la posible implicaciéon de la somatostatina. Para ello, se
empleara, de forma similar a lo expuesto anteriormente, una combinacién de técnicas
basadas en interferir la actividad biolégica de la somatostatina endégena por técnicas
de inmunoneutralizacién o por manipulacion de sus receptores, bien por tratamiento
farmacoldgico o bien por manipulacion genética, empleando animales carentes del
receptor SSTR2.






lIl — MATERIAL Y METODOS







Material y Métodos - 29

1 - Cambios en la Secrecion Acida y el Vaciamiento Gastrico Asociados a la
Gastritis

1.1- Animales

En este estudio se utilizaron ratones macho adultos Swiss albino CD-1 (20-25 g,
6-8 semanas de edad; Harlan Ibérica, S.A.; Barcelona). Los animales se mantuvieron
con agua (modificada segun los protocolos expuestos en el punto 1.2) y comida (Harlan
Ibérica S.A.) ad libitum, bajo condiciones controladas de temperatura (2211 °C),
humedad (40-45 %) y fotoperiodo (con luz de 7:30 h a 19:30 h). Los animales se
ayunaron, con agua ad libitum, entre 18-20 horas antes del inicio de los experimentos,
si no se indica de otra forma.

Todos los procedimientos siguieron las recomendaciones de la Sociedad
Americana de Fisiologia (American Physiological Society) para el uso de animales en
experimentacion, asi como la legislacion local.

1.2 - Induccion de la gastritis

La inflamacion gastrica se indujo con el bloqueante de los grupos sulfidrilo,
yodoacetamida, a partir de un modelo descrito previamente en la rata (Barnett et al.,
2000; Bielefeldt et al., 2002; Ozaki et al., 2002). Durante un periodo de 6 dias los
animales fueron tratados con una solucion al 0.1% de yodoacetamida, en una solucion
de sacarosa al 2% en agua. Durante el periodo de tratamiento, el agua de bebida se
sustituyd por la solucion de yodoacetamida, con acceso ad libitum; ademas los
animales recibieron una administracion intragastrica diaria (0.1 ml) de la misma
solucién. En los animales control, el agua de bebida y el tratamiento diario por via
intragastrica se sustituyd por una solucion al 2% de sacarosa. Los experimentos se
realizaron el séptimo dia tras el comienzo del tratamiento.

1.3- Control delaingestay el peso corporal

En un grupo de animales se determinaron diariamente los cambios en el peso
corporal y en la ingesta de comida y bebida durante el periodo de tratamiento con
yodoacetamida. Para ello, los animales se mantuvieron en jaulas individuales con agua
(modificada adecuadamente) y comida ad libitum. Las determinaciones se realizaron
entre las 12:00 y las 14:00 h.

1.4 - Histologia géstrica
1.4.1- Obtencion y procesado de las muestras

Tras un periodo de ayuno de 18-20 h, los animales se eutanasiaron por
dislocacion cervical seguida de toracotomia. A continuacion, se abrié el abdomen por la
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linea media, se localizaron el cardias y el piloro y se procediéo a la diseccion del
estdbmago. Seguidamente, éste se lavd con solucién salina fisiolégica, con el fin de
eliminar cualquier contenido sélido, y se fijo por inmersion en una soluciéon tamponada
de formaldehido al 4%, conservandose en la misma solucién hasta el momento de su
procesado.

En el momento del procesado, areas correspondientes al fundus y al antro se
incluyeron en parafina con un procesador automatico de tejidos (Inclusor MYR
HMP110), para su seccién mediante microtomo (3 um de espesor, MICROM HM310).
Para cada una de las muestras se obtuvieron multiples secciones, que se tifieron,
siguiendo procedimientos estandar de histologia, con hematoxilina-eosina o con azul de
toluidina, para la identificacién de mastocitos.

1.4.2- Evaluacién de las muestras y contaje de mastocitos

La evaluaciéon histopatolégica se realiz6 mediante microscopia optica (Nikon
Eclipse E6000) y las fotografias microscopicas se obtuvieron con un camara digital
(Nikon DXM1200). En las muestras tefiidas con azul de toluidina, se evalu6 el numero
de mastocitos tanto en la mucosa como en la submucosa. Para ello, se cont6 el numero
de células en 10 campos de microscopio consecutivos para cada seccion, repitiéndose
el procedimiento en multiples secciones para cada muestra. En todos los casos, la
evaluacién de las muestras se realiz6 mediante un procedimiento ciego.

1.5- Vaciamiento géastrico de una comida sélida nutritiva

La tasa de vaciamiento gastrico de una comida sodlida nutritiva se determind
siguiendo, con modificaciones menores, una técnica previamente descrita (Barrachina
et al.,, 1997a, b). Tras un periodo de ayuno de 18-20 h en jaulas individuales, los
animales tuvieron libre acceso, durante 1 h, a una comida sélida nutritiva, consistente
en una cantidad conocida de su dieta estandar. Tras este periodo de tiempo, se retir6 el
agua de bebida y la comida y los animales se mantuvieron en sus correspondientes
jaulas durante 2 h mas, tiempo al cual se determiné la tasa de vaciamiento gastrico.
Para ello, los animales se eutanasiaron mediante dislocacion cervical seguida de
toracotomia. A continuacion se abrio la cavidad abdominal por la linea media, se
pinzaron el cardias y el piloro y se extrajo el estbmago, se peso y luego se lavo con
agua destilada con el fin de eliminar el contenido gastrico. A continuacion, se secé y se
peso de nuevo la pared gastrica. La cantidad total de comida presente en el estbmago
se calculé como la diferencia entre el peso total del estbmago con el contenido y el
peso de su pared. La ingesta de comida durante la hora de acceso al alimento se
calculé como la diferencia entre el peso del alimento suministrado inicialmente y el peso
del alimento retirado.
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La tasa de vaciamiento gastrico se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacion:

VG(%) = 100x(1—mj
1(9)

Donde VG representa el porcentaje de vaciamiento gastrico en 2 h, CG el contenido
gastrico e | la ingesta.

Todos los experimentos se realizaron entre las 9:00 y las 13.00 h para evitar
posibles variaciones circadianas.

1.6 - Secrecion &cida gastrica
1.6.1 - Cirugia

Los animales fueron anestesiados con uretano (25% en suero fisioldgico; 1.25
g/kg, ip). En primer lugar, para asegurar una adecuada ventilaciéon, se procedié a
realizar una traqueotomia. A continuacion, se ligo el esofago a nivel cervical con un hilo
de sutura. Posteriormente, se realizdé una laparotomia media y, tras su localizacién, se
ligd el piloro. Luego, se realiz6 una pequeia incision en la zona no glandular del
estdmago, se lavo el lumen gastrico con suero fisioldgico (~37 °C), y se introdujo una
doble canula que se fijo a la pared gastrica con hilo de sutura.

Los animales se colocaron sobre una manta calefactora para mantener su
temperatura corporal constante a lo largo de todo el experimento (~37 °C). A
continuacion, se canularon las venas iliacas con una aguja (30G) insertada en un tubo
de polietileno E-10 (Baxter, Irvine, California, USA), para la administracion de
tratamientos por via intravenosa. Durante todo el experimento se perfundié, mediante
una bomba de infusidn, suero fisiolégico a una velocidad constante de 0.1 ml/h (Harvard
apparatus, Holliston, Masachusetts). La perfusion de suero fisiologico se sustituyé por
los tratamientos adecuados segun los diferentes protocolos experimentales.

A lo largo de todo el experimento el lumen gastrico se perfundié con suero
fisiolégico (~37 °C, pH=7.0) a una velocidad constante de 0.3 ml/min. Para ello, una de
las vias de la doble canula gastrica se conectd a una bomba peristaltica (Minipuls 3,
Wilson, Middleton, USA) que aseguraba el flujo continuo de suero fisiolégico. El
efluyente gastrico se recogid por la segunda via de la canula durante todo el
experimento. Esta velocidad de perfusion se ha visto que asegura una buena
recuperacion de la secrecion gastrica, sin producir distension por acumulacién en el
interior del estdbmago, lo que alteraria las respuestas secretoras (Torkian et al., 1998).

1.6.2 - Valoraciéon de la secrecion acida gastrica

La secrecion acida gastrica se determino por titulacion a pH 7.0 de las muestras
de perfundido gastrico con NaOH 0.001 N. Para ello se emple6 un titulador automatico
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(TIM 800, Radiometer Copenhagen, Dinamarca) programado a un punto final de
titulacion de 7.0.

En el proceso de titulacion, 1 mol de la base empleada (NaOH) contiene 1 mol
de iones OH", que en solucion neutralizaria un mol de H*. Por lo tanto, los equivalentes
de NaOH empleados para elevar el pH de una muestra hasta un valor de 7.0 son
iguales a los equivalentes de H* presentes en la misma.

1.6.3 - Protocolos experimentales

Tras un periodo de estabilizacion de 30-60 min, se procedié a la determinacién
de la secrecidon acida gastrica basal durante al menos 30 min. A continuacién se
aplicaron los diferentes tratamientos. En todos los casos, la secrecién se valord a lo
largo de todo el periodo experimental a intervalos de 10 min.

En una primera serie de experimentos, los animales recibieron una
administracion intraperitoneal de indometacina (5 mg/kg) o vehiculo (bicarbonato sodico
al 1%, 0.1 ml) o una perfusion intragastrica de compuesto 48/80, un degranulador de
mastocitos. En este Ultimo caso, el compuesto 48/80 se adicioné a la solucion de
perfusién intragastrica (3 pg/ml, pH 7.0) durante un periodo de 2 h (dosis total de 108
Mg por ratén); el grupo control fue perfundido con la solucion salina habitual. La
secrecion acida se monitorizé durante las dos horas siguientes.

En un segundo bloque de experimentos, tras un periodo basal de 30 min, se
perfundié por via intravenosa pentagastrina (16 ug/kg/h) o histamina (1 o 3 mg/kg/h),
durante un periodo de 2 h. En experimentos paralelos, 30 min antes de iniciar la
perfusion de los secretagogos los animales fueron tratados con indometacina (5 mg/kg,
ip), con el estabilizador de mastocitos, cromoglicato sédico (cromolyn, 20 mg/kg, 0.1 ml,
iv) o con el vehiculo apropiado (bicarbonato sodico al 1% o suero fisiologico,
respectivamente; 0.1 ml, ip o iv). Un grupo de animales fue tratado con el antagonista
de los receptores H2, cimetidina (10 mg/kg, iv), o su vehiculo (suero fisioldgico, 0.1 ml,
iv) 10 min antes de iniciar la infusién de pentagastrina (16 pg/kg/h, iv, durante 2 h).

1.7 - Reactivos utilizados

La yodoacetamida (ICH,CONH,; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) se
disolvié en una solucion de sacarosa (Sigma Chem. Co.) al 2% en agua. La histamina,
la cimetidina, el compuesto 48/80 y el cromolyn (todos de Sigma Chem. Co.) se
disolvieron en suero fisioldgico estéril (NaCl 0.9%). La indometacina (Sigma Chem. Co.)
se disolvié en bicarbonato sddico al 1% en agua destilada. La pentagastrina (Pentavion,
Ayersdt Laboratories, New York, USA) se diluyé en suero fisiologico estéril hasta la
concentracion deseada.
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2 - Secrecion Acida y Vaciamiento Gastrico en Ratones Carentes del
Receptor de Tipo 2 de la Somatostatina

2.1- Animales

Para estos estudios, se emplearon ratones macho adultos (20-30 g, 3-6 meses
de edad) pertenecientes a la estirpe hibrida 129Sv/C57BL6, tanto de tipo salvaje
(SSTR2 +/+) como carentes del receptor de tipo 2 de la somatostatina (SSTR2 -/-).

Los animales empleados proceden de diferentes camadas obtenidas de una
colonia mantenida mediante cruces endogamicos de animales originales de tipo salvaje
(SSTR2 +/+) o mutante (SSTR2 -/-). Los animales originales, testados genéticamente
como homocigéticos, fueron facilitados por Merck Research Laboratories (Rahway, New
Jersey, USA).

2.1.1 - Inactivacién del receptor SSTR2

Los animales SSTR2 -/- se generaron por inactivacion el gen del receptor SSTR2
mediante técnicas de recombinacion homologa en células madre embrionarias de ratén.
Durante este proceso se elimind selectivamente el gen que codifica para el receptor
SSTR2a por delecciéon del fragmento Xbal de 1.2 kilobases, que contiene el DNAc
correspondiente al mismo, y en su lugar se insertd6 el marcador PGKneo (Zheng et
al.,1997). Posteriormente, se demostré la completa inactivacion del gen SSTR2
determinando los niveles de RNAm en el cerebro mediante técnicas de Northern blot e
hibridacion in situ. Por ultimo, el raton original carente del receptor tipo 2 de la
somatostatina (SSTR2 -/-) se genotipd como homozigoético mediante analisis por
Southern blot (Zheng et al., 1997). Los animales asi obtenidos se han mantenido como
una colonia endogamica a partir de la F1, asegurando asi el mantenimiento de las
caracteristicas genéticas de los mismos.

2.1.2 - Mantenimiento de los animales

Los animales se mantuvieron con agua y comida (Harlan Ibérica S.A.) ad libitum,
bajo condiciones controladas de temperatura (221 °C), humedad (40-45%) y
fotoperiodo (con luz de 7:30 a 19:30 h). Los animales se ayunaron, con agua ad libitum,
entre 18-20 horas antes del inicio de los experimentos, si no se indica de otra forma.

Todos los procedimientos siguieron las recomendaciones de la Sociedad
Americana de Fisiologia (American Physiological Society) para el uso de animales en
experimentacion, asi como la legislacién local.

2.2 - Histologia del estdmago

Para la obtencion y preparacion de muestras para histologia se siguié el mismo
procedimiento al descrito en el apartado 1.4. Sin embargo, en este estudio solo se
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realizé una tincién de hematoxilina-eosina. En este caso, ademas de una inspeccion
visual microscopica se realizd un analisis morfométrico de las secciones histolégicas,
en el cual se determind el grosor de la mucosa, submucosa y capa muscular de
multiples secciones de antro y cuerpo gastrico. El analisis morfométrico se realizdé sobre
imagenes digitales empleando el programa informatico de analisis de imagenes ImageJ
(NIH Image, Research Services Branch, National Institute of Mental Health, Bethesda,
Maryland, USA).

2.3- Inmunohistoquimica para gastrinay somatostatina
2.3.1 - Obtencion y procesado de las muestras

Ratones, tanto SSTR2 +/+ como SSTR2 -/-, ayunados por 18-20 h o mantenidos
ad libitum, se eutanasiaron por dislocacién cervical seguida de toracotomia. A
continuacion, se abrié el abdomen por la linea media, se localizaron el cardias y el
piloro y se procedié a la diseccion del estdmago. Seguidamente, éste se lavo con
solucion salina fisiolodgica, con el fin de eliminar cualquier contenido sélido, y se fijo por
inmersion en una solucion de paraformaldehido al 4% en tampén de fosfato (0.1 M, pH
7.4). Las muestras se fijaron en esta solucion durante 6-7 h a una temperatura de 4 °C,
a continuacion se pasaron a una solucion crioprotectora de sacarosa al 10% en tampon
de fosfato (0.1 M, pH 7.4) y se mantuvieron en la misma durante 12-15 h (4 °C),
finalmente las muestras se lavaron en tampén de fosfato (0.1 M, pH 7.4) y se
mantuvieron en este medio hasta el momento de su congelacion. Para la congelacion,
segmentos gastricos correspondientes al fundus y al antro se cubrieron completamente
con un sustrato de congelacion (Sakura Tissue-Teck OCT; IMEB Inc., Chicago, llliniois,
USA), se sumergieron en 2-metilbutano enfriado en un medio de hielo seco y a
continuacién se montaron para su seccion en criostato (Microm 500 OH, Carl Zeiss).
Para cada muestra se obtuvieron multiples secciones (12 um de grosor), que se
montaron directamente sobre portaobjetos; las secciones asi obtenidas se conservaron
a -20 °C hasta el momento de su procesado.

2.3.2 - Protocolo de inmunohistoquimica

Secciones de antro y fundus gastrico, obtenidas como se ha descrito
anteriormente, se procesaron siguiendo un protocolo estandar de inmunohistoquimica.
Brevemente, se siguieron los siguientes pasos:

1- Lavado con tampodn de fosfato (0.01 M, pH 7.4; 3 veces, 15 min cada lavado). Este
proceso se repitid antes de cada uno de los pasos siguientes.

2- Incubacion (1 h, temperatura ambiente) con una solucién bloqueante (para reducir
la inmunoreactividad inespecifica) de suero normal caprino (10% en 0.01 M PBS).
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3- Incubacion con el anticuerpo primario en un medio de Triton X-100 al 0.3% en
tampon de fosfato (4 °C, 48 h).

Se emplearon dos anticuerpos primarios diferentes:

- Anti-gastrina obtenido en conejo (CURE n° 05109.1D, dilucion 1:500; CURE:
Digestive Diseases Research Center).

- Anti-somatostatina obtenido en ratén (CURE S.6, dilucion 1:500; CURE:
Digestive Diseases Research Center)

4- Incubacion con el anticuerpo secundario (2 h, temperatura ambiente). Como
anticuerpo secundario se empled IgG de cabra anti-ratéon o anti-conejo conjugada
con rodamina (diluciéon 1:100; Jackson Immuno Research Laboratories, West
Grove, Pensilvania, USA).

5- Finalizado el proceso de incubacion, las muestras se cubrieron con una solucién de
glicerol:tampodn de fosfato (9:1). Y se conservaron a 4 °C hasta el momento de su
evaluacion.

La especificidad de la reaccion antigeno-anticuerpo, y por lo tanto de la
inmunoreactividad observada, se determindé incubando algunas secciones con
anticuerpo primario al cual se habia afadido previamente un exceso de antigeno
(gastrina-17 o somatostatina-14, segun corresponda).

2.3.3 - Contajes celulares

Una vez tefidas, las muestras se observaron y cuantificaron (contajes celulares)
con un microscopio de fluorescencia (Nikon Optiphot). Imagenes digitales se obtuvieron
con un microscopio de fluorescencia (Zeiss Axioskop 2) equipado con un sistema de
adquisicion de imagenes (AxioVision, Carl Zeiss). El numero de células con
inmunoreactividad de tipo gastrina o somatostatina se valoré en secciones tanto de
fundus como de antro gastrico. Para ello se determiné el numero de células
inmunoreactivas por campo de microscopio (X40) en 5 campos consecutivos, cubriendo
todo el espesor de la mucosa, de tres secciones diferentes para cada una de las areas
y cada uno de los animales (contaje celular en un total de 15 campos de microscopio
por area gastrica y animal). Los contajes celulares se realizaron siguiendo un
procedimiento ciego.

2.4 - Vaciamiento géastrico de una comida sélida nutritiva

El vaciamiento gastrico de una comida sélida nutritiva se valor6 siguiendo el
procedimiento expuesto en el punto 1.5. En este caso, sin embargo, la tasa de
vaciamiento gastrico se determino 1, 2 y 4 h después de la retirada de la comida.
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2.5- Valoracion del pH intragéastrico

Para determinar el pH intragastrico, los animales, tras un periodo de ayuno de
18-20 h, fueron eutanasiados por dislocacion cervical seguida de toracotomia. A
continuacién, se realizdé una laparotomia media, se disecciono el estdbmago, se abri6 a
lo largo de la curvatura mayor y se lavo el lumen con 3 ml de solucion salina fisioldgica
a pH 7.0. El liquido de lavado se recogio y se centrifugd (3000 rpm, 10 min, 4 °C) para
eliminar cualquier tipo de residuo. El pH y el contenido de acido, mediante titulacion a
pH 7.0 (ver apartado 1.6.2 para detalles sobre el proceso de titulacion), se determinaron
en el sobrenadante.

El pH intragastrico, tanto en animales de tipo salvaje como en SSTR2 -/-, se
valord en diferentes condiciones experimentales:

1- Animales anestesiados con uretano. Los animales se anestesiaron con uretano
(1.25 g/kg, ip) durante 1 h. A continuacion, el pH intragastrico se determiné como
se ha explicado anteriormente.

2- Animales conscientes. En este caso se emplearon tanto animales ayunados por
18-20 h como animales a los que tras el ayuno se les permitio el acceso libre a
una comida sélida nutritiva normal durante 1 h. En este ultimo caso, el pH
intragastrico se determiné 1 h tras finalizar la exposicion al alimento.

2.6 - Secrecion acida géstrica
2.6.1 - Cirugia y valoracion de la secrecion acida gastrica

Los procedimientos quirurgicos y de valoracion de la secrecion acida gastrica en
estos experimentos son iguales a los descritos en los apartados 1.6.1y 1.6.2.

2.6.2 - Protocolos experimentales

Independientemente del protocolo experimental seguido, en todos los casos la
secrecion acida se valoro a intervalos de 10 min a lo largo de todo el experimento.

Secrecion acida gastrica basal. Tras un periodo de estabilizacion de 30-60 min la
secrecion basal de valoré durante un periodo de 2 h.

Efecto de la inmunoneutralizacion in vivo de la gastrina y la somatostatina sobre la
secrecion basal. Tras un periodo basal de 30 min, se administré por via intravenosa el
anticuerpo monoclonal anti-somatostatina CURE S.6 (150 pg/raton, 0.1 ml), el
anticuerpo monoclonal anti-gastrina  CURE n° 05109.1D (150 pg/raton, 0.1 ml) o el
anticuerpo control anti-KLH (keyhole limpet hemocyanin, 150 pg/raton, 0.1 ml). La
secrecion acida gastrica se determind durante un periodo de 2 h tras los diferentes
tratamientos.
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En un grupo de animales SSTR2 +/+, a los 30 min de la administracion del
anticuerpo anti-somatostatina (150 ug/kg, iv) se inicidé una infusién iv de 1 h de
somatostatina-14 (20 ug/kg/h) o de vehiculo (suero fisiolégico, 0.1 mi/h).

Efecto del bloqueo de los receptores H2 con cimetidina y del bloqueo colinérgico con
atropina sobre la secrecion &cida. En una serie de experimentos, tras un periodo control
de 1 h los animales recibieron cimetidina (30 mg/kg, 0.1 ml, iv), atropina (2 mg/kg, 0.1
ml, sc) o el vehiculo apropiado (suero fisiolégico, 0.1 ml, iv o sc) y la secrecion se valoré
durante las 2 h siguientes. En un grupo de animales SSTR2 +/+, tras el periodo basal
de 30 min la secrecion acida se estimuld con pentagastrina (16 ug/kg/h, iv), a los 30 min
del inicio de la infusion se administro atropina (2 mg/kg, 0.1 ml, sc) o vehiculo (suero
fisiolégico, 0.1 ml, sc) y la secrecién acida se valord durante las 2 h siguientes.

Efecto de la somatostatina y sus anélogos sobre la secrecion acida. En una serie de
experimentos se estudiaron los efectos sobre la secrecidn acida de la somatostatina-14
y de varios analogos de la misma, con afinidad selectiva por los diferentes subtipos de
receptores de somatostatina (Tabla 11.2.1). En animales SSTR2 +/+, debido a la baja
tasa de secrecién basal, las acciones de la somatostatina-14 y sus andlogos se
determinaron sobre la secrecion estimulada con pentagastrina (16 ug/kg/h, iv).

De forma general se siguieron dos protocolos experimentales diferentes:

1- Perfusién intravenosa. En animales SSTR2 +/+, a los 30 min del comienzo de la
infusidn de gastrina se inicié una infusion iv de 1 h de somatostatina-14 (20
pg/kg/h) o de sus analogos: SMS 201-995 (20 ug/kg/h), L-797-591 (20, 100 o 200
Mg/kg/h), DC 32-87 (20 ug/kg/h), BIM-23056 (20, 100 o 200 ug/kg/h), L-803-087
(20, 100 o 200 pg/kg/h) o BIM-23052 (20, 100 o 200 ug/kg/h). En animales
SSTR2 -/- se siguieron los mismos protocolos, pero los tratamientos se iniciaron
tras un periodo basal de 60 min. La tabla I1.2.1 muestra la especificidad relativa
de cada uno de los compuestos por los diferentes tipos de receptores de
somatostatina.

2- Curva dosis-respuesta acumulada. En animales SSTR2 +/+, a los 30 min de
iniciar la infusion de gastrina se administré vehiculo como un bolus iv (0.1 ml) y
30 min mas tarde se administré6 somatostatina-14 o sus analogos, SMS 201-995 o
DC 32-87, en dosis acumuladas crecientes de 1, 5, 10, 15 y 20 ug/kg (0.1 ml);
con un intervalo de 30 min entre dosis. En animales SSTR2 -/- se siguid el mismo
protocolo experimental, pero los tratamientos se iniciaron tras un periodo basal de
60 min.

En un grupo de animales SSTR2 +/+ se estudiaron también los efectos de la
somatostatina cuando la secrecion se estimuld con histamina. Tras el periodo basal, se
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inicié una infusion iv de histamina (5 mg/kg/h) y a los 30 min se inici6 la infusién de
somatostatina (20 ug/kg/h) durante un periodo de una hora.

Efecto del antagonista selectivo de los receptores SSTR2, PRL-2903, sobre la
secrecion acida basal. Tras 30 minutos de periodo basal, en un grupo de animales
SSTR2 +/+ se administré el compuesto PRL-2903 (1.5 mg/kg, 0.1 ml) en forma de bolus
iv, y la secrecién se monitorizé durante las 2 h siguientes. En otro grupo de animales
SSTR2 +/+ se administro PRL-2903 (1.5 mg/kg, 0.1 ml) en forma de bolus iv, seguido
de una infusién continua (1.5 mg/kg, 0.1 ml/h) durante un periodo de 2 h. En animales
SSTR2 -/-, tras un periodo basal de 30 min se administré PRL-2903 (1.5 mg/kg) seguido
de una infusién continua (1.5 mg/kg/h, durante 2h). Los grupos control siguieron los
mismo protocolos de administracion pero Unicamente recibieron suero fisioldgico.

Finalmente, en un grupo de animales SSTR2 +/+, se administr6 PRL-2903 en
forma de bolus seguido de una infusién continua (1.5 mg/kg + 1.5 mg/kg/h, durante 2 h)
y a los 10 min, se inici6é a su vez una infusion iv de somatostatina-14 (20 ug/kg/h) o de
vehiculo (suero fisioldgico, 0.1 mi/h) durante 1 h.

2.7 - Reactivos utilizados

La histamina, la cimetidina y la atropina (metiloromuro de atropina, Sigma Chem.
Co.) se disolvieron en suero fisiologico estéril. La pentagastrina y el compuesto SMS
201-995 (acetato de octredtido, Sandostatin®, Novartis, Suiza) se diluyeron hasta la
concentracion deseada en suero fisiologico estéril. La somatostatina-14 (Peptides
International Inc., Louisville, Kentucky, USA) se diluyé en agua destilada estéril a una
concentracion de 1 pg/ul y se conservo en alicuotas (—80 °C) hasta su uso. Las
diluciones posteriores se realizaron en suero fisiologico estéril.

Los compuestos no peptidicos L-797-591 y L-803-087 (Meck Research
Laboratories) se disolvieron en dimetilsulfoxido (DMSO) a una concentracién de 1 pg/ul,
diluciones posteriores se realizaron en suero fisiologico. Los compuestos peptidicos DC
32-87, BIM-23056 y BIM-23052 (D. H. Coy, Tulane University, New Orleans, USA) se
disolvieron en acido acético al 0.01% a una concentracion de 1 ug/ul, diluciones
posteriores se realizaron en suero fisioldégico. EI compuesto PRL-2903 (D. H. Coy) se
disolvié en suero fisiolégico. La tabla 11.2.1 muestra la estructura y la afinidad relativa de
estos compuestos por los diferentes subtipos de receptores de somatostatina.

Para la inmunoneutralizacion in vivo de la somatostatina y la gastrina, asi como
para su deteccidn por técnicas de inmunohistoquimica, se emplearon anticuerpos
monoclonales purificados anti-somatostatina (CURE S.6; CURE: Digestive Diseases
Research Center, UCLA, Los Angeles, California, USA) y anti-gastrina (CURE n°
05109.1; CURE: Digestive Diseases Research Center). Este anticuerpo antigastrina
tiene una alta afinidad y especificidad para formas de la gastrina con 10 0 mas
aminodcidos, incluyendo el extremo carboxiterminal biolégicamente activo. Péptidos del
tipo de la CCK o con un extremo carboxiterminal alterado no son reconocidos (Ohning
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et al., 1994, 1996, 1998). Como control en los experimentos de inmunoneutralizacion in
vivo se empled un anticuerpo monoclonal purificado anti-KLH (keyhole limpet
hemocyanin; CURE: Digestive Diseases Research Center). La produccion, purificacion
y caracterizacion de estos anticuerpos ha sido previamente descrita en detalle (Kovacs
et al., 1989; Wong et al., 1990; Ohning et al., 1994, 1996, 1998; Martinez et al., 2002).

Otros reactivos generales se obtuvieron de Sigma Chem. Co. (grado analitico),
si no se ha especificado de otra forma en el texto.

3 - Interaccion entre Somatostatinay Bombesina o PACAP en el Control de la
Secrecion Acida Gastrica.

3.1- Animales

Para estos estudios se emplearon ratones de tipo salvaje (SSTR2 +/+) y
carentes de receptores SSTR2 (SSTR2 -/-). Las caracteristicas de los mismos y su
mantenimiento es igual al descrito en el apartado 2.1.

3.2- Secrecion acida gastrica
3.2.1 - Cirugia y valoracion de la secrecion acida gastrica

Los procedimientos seguidos para estudiar la secrecion acida gastrica en estos
experimentos son iguales a los descritos en los apartados 1.6.1y 1.6.2.

3.2.2 - Protocolos experimentales

Al igual que en los experimentos anteriores, irrespectivamente del protocolo
seguido, la secrecion acida se valoro a intervalos de 10 min a lo largo de todo el periodo
experimental.

Efectos de la bombesina sobre la secrecion acida gastrica en ratones SSTR2 +/+. En
ratones SSTR2 +/+ anestesiados con uretano los efectos de la bombesina sobre la
secrecion acida se estudiaron en dos condiciones experimentales diferentes:

1- Secrecion acida basal: Tras 30 min de periodo basal, bombesina (10, 15, 20 o0 40
Mag/kg) o vehiculo (suero fisiolégico, 0.1 mi/h) se infundieron iv durante 1 h.

2- Secrecion acida estimulada por secretagogos: Después de un periodo basal de
30 min la secrecion acida gastrica se estimulé con pentagastrina (16 ug/kg/h, iv),
histamina (5 mg/kg/h, iv) o betanecol (0.6 mg/kg/h, iv). 30 min mas tarde se inicio
una infusién de bombesina (10, 15, 20 o 40 ug/kg/h, iv) o vehiculo (suero
fisiologico, 0.1 ml/h), durante 1 h.



Tabla I1.2.1 - Estructura y afinidad relativa de la somatostatina y sus analogos por los diferentes subtipos de receptores.

Compuesto

Estructura

Afinidad relativa® Actividad biolégica

Somatostatina-14  Ala-Gly-c[Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Ser-Cys]-OH

SMS 201-995
DC 32-87
BIM-23056
BIM-23052
PRL-2903

L-797-591

L-803-087

D-Phe-c[Cys-Phe-d-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr-ol
D-Phe-c[Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys]-Nal-NH,
D-Phe-Phe-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Phe-Thr-NH,
D-Phe-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-NH,
Fpa-c[D-Cys-Pal-D-Trp-Lys-Tle-Cys]-Nal-NH,

e

F
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N
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X H/\/I
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Agonista
SSTR1~SSTR2~SSTR3~SSTR4~SSTR5
(ligando end6geno)

SSTR2~SSTR3~SSTR5>>SSTR1~SSTR4 Agonista
SSTR2>SSTR5>>SSTR3~SSTR1~SSTR4 Agonista
SSTR3>>SSTR5>SSTR2~SSTR4~SSTR1 Agonista
SSTR5>SSTR3>SSTR1~SSTR2~SSTR4 Agonista
SSTR2>>SSTR3>SSTR5~SSTR1~SSTR4 Antagonista
SSTR1>SSTR4>>SSTR2>>SSTR3>SSTR5 Agonista
SSTR4>SSTR1>>SSTR3>SSTR5>SSTR2 Agonista

®Basado en estudios de union a receptores humanos (Bruns et al., 1996; Siehler et al., 1998; Hannon er al., 2002). En negrita se indica el subtipo

de receptor sobre el cual cada una de las moleculas tiene actividad preferente.

Abu: &cido aminobutanoico; Fpa: 4-fluorofenilalanina; Pal: 3-piridilalanina; Tle: terleucina; Nal: 3-(2-natftil)alanina.
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Implicacidon de la somatostatina en los efectos de la bombesina sobre la secrecién
acida. Para determinar la posible implicacion de la somatostatina en los efectos de la
bombesina sobre la secrecion acida gastrica se trabajé en tres situaciones
experimentales diferentes en las cuales se interfirid la accién de la somatostatina
endogena:

1- Bloqueo farmacolégico de los receptores SSTR2 con el antagonista selectivo PRL-
2903: En animales SSTR2 +/+, tras una periodo basal de 30 min se administré PRL-
2903 en forma de bolus seguido de una infusién continua (1.5 mg/kg + 1.5 mg/kg/h,
durante 2h). A los 10 min del inicio de la infusién se inicié a su vez una infusion de
bombesina (20 ug/kg/h) o de vehiculo (suero fisiolégico, 0.1 mi/h) durante 1 h.

2- Inmunoneutralizacién in vivo de la somatostatina: En animales SSTR2 +/+, tras un
periodo basal de 30 min se administré el anticuerpo monoclonal antisomatostatina
CURE S.6 (150 pg/raton, 0.1ml, iv) y a los 30 min se inicid6 una infusiéon de
bombesina (20 ug/kg/h) o de vehiculo (0.1 ml/h) durante 1 h.

3- Infusion de bombesina en ratones SSTR2 -/-: En animales SSTR2 -/-, debido a la
elevada secrecion basal, los efectos de la bombesina sobre la secrecién acida se
caracterizaron en condiciones basales. Tras un periodo basal de 30 min se inici6é una
infusion iv de bombesina (10, 15, 20 o 40 ug/kg/h) o vehiculo (0.1 mi/h) durante 1 h.

Efectos del PACAP-38 sobre la secrecion acida géastrica en ratones SSTR2 +/+. Los
efectos del PACAP sobre la secrecion acida gastrica se caracterizaron en las mismas
situaciones experimentales descritas anteriormente para la bombesina, aunque los
protocolos experimentales seguidos no fueron exactamente los mismos.

1- Secrecion acida basal: Tras 30 min de periodo basal, se administré vehiculo (suero
fisiolégico, 0.1 ml) en forma de infusién intravenosa continua; a la hora se inici6 la
infusion intravenosa de PACAP-38 en dosis acumuladas crecientes (3, 7, 22, 45, 135
0 270 pg/kg/h, 0.1 ml, durante 1 h para cada dosis) .

2- Secrecion acida estimulada por secretagogos: Después de un periodo basal de 30
min la secrecion acida gastrica se estimulé con pentagastrina (16 ug/kg/h, iv),
histamina (5 mg/kg/h, iv) o betanecol (0.6 mg/kg/h, iv). A los 30 min se inicié6 una
infusion de PACAP-38 (45, 135 o 270 ug/kg/h, iv) o vehiculo (suero fisiolégico, 0.1
mi/h), durante 1 h.

Implicacion de la somatostatina en los efectos del PACAP sobre la secrecion acida. La
posible implicacidon de la somatostatina en los efectos del PACAP-38 sobre la secrecion
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acida se estudié en las mismas situaciones experimentales expuestas anteriormente
para caracterizar la relacion entre bombesina y somatostatina:

1- Bloqueo farmacolégico de los receptores SSTR2 con el antagonista selectivo PRL-
2903: En animales SSTR2 +/+, tras una periodo basal de 30 min se administré6 PRL-
2903 en forma de bolus seguido de una infusion continua (1.5 mg/kg + 1.5 mg/kg/h,
durante 2 h). A los 10 min del inicio de la infusion se inicié a su vez una infusién de
PACAP-38 (135 pg/kg/h) o de vehiculo (0.1 mi/h) de 1 h de duracion.

2- Inmunoneutralizacion in vivo de la somatostatina: En animales SSTR2 +/+, tras un
periodo basal de 30 min se administré el anticuerpo monoclonal antisomatostatina
CURE S.6 (150 pg/ratén, 0.1ml, iv) y a los 30 min se inicio una infusion de PACAP-
38 (135 pg/kg/h) o de vehiculo (0.1 mi/h), durante 1 h.

3- Infusién de PACAP-38 en ratones SSTR2 -/-: En animales SSTR2 -/-, debido a la
elevada tasa de secrecion basal, los efectos del PACAP sobre la secrecion acida se
caracterizaron en condiciones basales. Tras un periodo basal de 30 min se
administré vehiculo (suero fisiolégico, 0.1 ml) en forma de infusion intravenosa
continua; a la hora se inici® una infusion de PACAP-38 en dosis acumuladas
crecientes (3, 7, 22, 45, 135 o0 270 pg/kg/h, 0.1 ml, durante 1 h para cada dosis).

3.3- Reactivos utilizados

El PACAP-38 (Peptides International Inc.) y la bombesina (Sigma Chem. Co.) se
disolvieron en agua destilada estéril a una concentracion de 1 ug/ul y se conservaron
en alicuotas (-80 °C) hasta su uso. Diluciones posteriores se realizaron en suero
fisioldgico estéril. El resto de reactivos son iguales a los descritos en el apartado 2.7.

4 - Analisis Estadistico

Todos los resultados estan expresados como la media £ el error estandar
(SEM). Las diferencias entre dos grupos experimentales se determinaron mediante un
test t de Student, para datos apareados o no apareados, segun proceda. Las
diferencias entre multiples grupos experimentales se determinaron mediante un analisis
de la varianza (ANOVA), para datos apareados o no apareados, segun proceda;
seguido, cuando fue necesario, de un test de comparacion multiple (Student-Newman-
Keuls). Para los contajes celulares se emple6 un ANOVA no paramétrico (Kruskal-
Wallis) seguido de un test de comparacion multiple (Student-Newman-Keuls). En todos
los casos, una probabilidad de P<0.05 fue considerada como estadisticamente
significativa.



IV — RESULTADOS Y DISCUSION
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1- Cambios en la Secrecion Acida y el Vaciamiento Géastrico Asociados a
la Gastritis

1.1- Antecedentes y objetivos

La gastritis es una alteracion frecuente en estados fisiopatoldgicos que cursan
con alteraciones en la secrecion, motilidad y/o sensibilidad gastrica. Como ya hemos
mencionado, las alteraciones fisiopatolégicas asociadas a la gastritis de origen
infeccioso se han estudiado ampliamente en humanos, sobre todo la gastritis asociada
a la presencia de H. pylori.

Sin embargo, numerosos casos de gastritis en la especie humana tienen lugar en
ausencia de una infeccion aparente con H. Pylori, e incluso sin alteraciones organicas
evidentes de la pared gastrica. Ademas de agentes infecciosos, una gran variedad de
sustancias pueden lesionar la barrera mucosa de proteccion gastrica iniciando un
proceso inflamatorio: farmacos con potencial gastrolesivo (salicilatos y AINEs, alcohol,
etc.). Estas sustancias, generalmente, producen cuadros de gastritis asociada a
lesiones organicas evidentes (del tipo de ulceras gastricas) (Glavin y Szabo, 1992;
Wagner et al., 1995; Vane y Botting, 1998). Existen ademas irritantes leves que no
ocasionan lesiones organicas evidentes pero pueden inducir una inflamacién de la
mucosa gastrica. Pocos estudios se han dedicado a la caracterizacion de las
alteraciones fisiopatoldgicas asociadas a este tipo de gastritis. Recientemente, se ha
utilizado el bloqueante de los grupos sulfidrilo, yodoacetamida, para el desarrollo de
gastritis en la rata. En estos estudios se ha visto que ratas tratadas con yodoacetamida
desarrollan un cuadro de gastritis leve, sin lesiones organicas macroscopicas,
acompanado de cambios importantes en las funciones secretoras y sensoriales (Barnett
et al., 2000; Bielefeld et al., 2002; Ozaki et al., 2002).

Estudios recientes en el ratdn sugieren que los mecanismos que regulan la
secrecion acida gastrica pueden estar alterados durante la gastritis de origen infeccioso.
(Zavros et al., 2002a, b, c). Estos estudios sugieren que durante el proceso inflamatorio
se libera localmente un gran numero de mediadores inflamatorios, los cuales
maximizarian la capacidad secretora del estomago con el fin de evitar el
sobrecrecimiento bacteriano. El aumento de la secrecion gastrica seria el resultado de
una estimulacion combinada de las células G (generando un estado de
hipergastrinemia) y de las células parietales y de una inhibicién de las células D, con la
consiguiente disminucion en los niveles de somatostatina (Zavros et al., 2002a, b, c).
Sin embargo, esta hipotesis contrasta con resultados previos que muestran que una
infeccion prolongada (de hasta 24 semanas) por H. pylori en el ratén induce una
gastritis severa acompafiada de una disminucion en la secrecion acida gastrica (Dial et
al., 2000). Este estado de hipoclorhidria se ha relacionado con un aumento en los
niveles de PGs, derivado de la expresion de la COX-2 (Dial et al., 2000). Apoyando
esta hipdtesis, tanto en humanos infectados con H. pylori como en ratas con gastritis
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inducida por yodoacetamida, se han observado aumentos en los niveles de PGs (Fu et
al.,, 1999; Barnett et al., 2000). En conjunto, estas observaciones sugeririan que,
durante la inflamacién gastrica, se ponen en marcha mecanismos que tienden tanto a
aumentar como a reducir la capacidad secretora gastrica. Sin embargo, se desconoce
como estos mecanismos interaccionan entre si.

De forma similar, los estados de gastritis cursan también con alteraciones
variables en la motilidad gastrica. La gastritis no se asocia a un patron consistente de
alteraciones motoras. Tanto en humanos como en diferentes especies animales, se ha
descrito la estimulacion, la inhibicion o la ausencia de cambios en los patrones de
vaciamiento gastrico durante cuadros de gastritis, fundamentalmente de origen
infeccioso (Dubois et al., 1991; Chang et al., 1996; Manes y Malfertheiner, 1999; Duval-
Araujo et al., 2000).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo de este estudio ha sido
caracterizar los cambios morfolégicos y funcionales, a nivel gastrico, asociados a una
gastritis subcronica leve en el raton. Para ello, se ha empleado el irritante quimico
yodoacetamida, siguiendo un procedimiento similar al empleado previamente en la rata
(Szabo et al., 1984; Barnett et al., 2000; Bielefeldt et al., 2002; Ozaki et al., 2002). En
primer lugar, se han determinado los cambios histolégicos en la pared gastrica, asi
como los cambios en el peso corporal y en la ingesta asociados a la administracion
subcrénica de yodoacetamida. A continuacion, se han estudiado los cambios
funcionales, alteraciones en el vaciamiento y en la secrecion acida gastrica, asociados
al proceso inflamatorio. Por ultimo, se han caracterizado los mecanismos implicados en
los cambios funcionales observados; en particular, la posible implicacion de las PGs y
de células inflamatorias (mastocitos).

1.2 - Resultados

1.2.1 - Estudio Histoldgico

Macroscépicamente, el estdmago de los animales tratados con yodoacetamida no
mostré diferencias con respecto al de los animales control. Ademas, su peso fue similar
en ambos grupos (yodoacetamida: 260+5 mg, n=55; vehiculo: 257+6 mg, n=62;
P=0.71).

Figura IV.1.1. (P&agina opuesta) Fotomicrografias representativas de secciones
histolégicas de antro gastrico teflidas con hematoxilina-eosina correspondientes a
ratones tratados con vehiculo (A) o con yodoacetamida (B) (barra: 300 um). La
imagen B muestra un engrosamiento de la submucosa sin cambios aparentes en la
mucosa o la muscular. (C) Detalle del area marcada en B (barra: 100 um), destacando
el infiltrado inflamatorio difuso, predominantemente perivascular, en la submucosa.
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En los animales tratados con yodoacetamida, en ningun caso se observaron
lesiones macroscoépicas en la mucosa gastrica o signos evidentes de inflamacion
(edema o hiperemia). ElI examen histolégico de multiples secciones de antro y fundus
confirmo la ausencia de lesiones en la mucosa. Sin embargo, en los animales tratados
con yodoacetamida se observo, ocasionalmente, dilatacion de las criptas gastricas,
aunque sin llegar a alterar su morfologia. En numerosas zonas del antro y del fundus se
observé un engrosamiento de la submucosa y la presencia de un infiltrado inflamatorio
moderado y difuso localizado principalmente a nivel perivascular (Fig. 1V.1.1), que en
algunas zonas penetraba hasta la mucosa. El infiltrado inflamatorio se caracterizaba por
la presencia de monocitos, linfocitos y neutrdfilos; sin ningun predominio evidente. La
tincion con azul de toluidina reveld la presencia de mastocitos, distribuidos de forma
difusa entre el resto de infiltrado inflamatorio (Fig. 1V.1.2). El contaje celular revel6 un
aumento en el numero de este tipo de células en la submucosa, tanto del fundus como
del antro gastricos, de los animales tratados con yodoacetamida, con respecto al grupo
control (Tabla I1V.1.1). En ningun caso se observaron alteraciones histologicas
significativas en otras zonas de la pared gastrica.

Tabla IV.1.1 - Cuantificacion del infiltrado mastocitario en el fundus y antro géstricos de
animales tratados con yodoacetamida o con vehiculo.*

Tratamiento n Fundus Antro
Mucosa Submucosa Mucosa Submucosa
Vehiculo 5 0.22+0.05 0.68 +0.25 0.09 + 0.06 0.91+0.16
Yodoacetamida 5 0.29+0.13 1.84 £0.32 0.25+0.10 2.33+0.18
* *

% El nimero de mastocitos se determin6 en 15 campos de microscopio, seleccionados al
azar, de multiples secciones, tefiidas con azul de toluidina, correspondientes a muestras
de animales tratados con vehiculo o con yodoacetamida (n=5 para cada tratamiento). Los
datos representan la mediatSEM del nimero de células por campo.

*: P<0.05 vs animales tratados con vehiculo [F(3,16)=10.736, P<0.001].

1.2.2 - Cambios en laingestay peso corporal asociados al tratamiento con
yodocacetamida

Ambos grupos de animales tenian un peso corporal similar al inicio del
tratamiento (yodoacetamida: 25.7+0.7 g; vehiculo: 26.4+0.9 g; n=12 por grupo). Los
animales tratados con yodoacetamida experimentaron una pérdida de peso de
aproximadamente un 11% (P<0.05 vs peso inicial), que se evidencio a partir del 1* dia
de tratamiento (Fig. IV.1.3), con una tendencia a la recuperacién a partir del 5° dia. En
el grupo control se observd unicamente una disminucién transitoria en el peso corporal
durante los dos primeros dias de tratamiento (menos de un 5% comparado con el peso
inicial, P>0.05; Fig. IV.1.3).



Resultadosy Discusion -

49

Figura IV.1.2. Fotomicrografias representativas de secciones histoldgicas de antro
gastrico tefiidas con azul de toluidina. (A) Seccién correspondiente a un animal
control (barra: 75 pm). (B) Seccién correspondiente a un animal tratado con
yodoacetamida (barra: 75 pm). Las flechas sefialan varios mastocitos localizados
entre el infiltrado inflamatorio perivascular observado en la submucosa.



Resultados y Discusién - 50

® Vehiculo
B Yodoacetamida

Cambio neto de peso corporal (g)

Dia de tratamiento

Figura 1V.1.3. Efecto del tratamiento con yodoacetamida sobre el peso corporal.
Los animales recibieron diariamente una administracién intragastrica de
yodoacetamida (0.1 % en sacarosa al 2%, 0.1 ml) o de vehiculo (sacarosa 2%, 0.1
ml). Durante el mismo periodo los tratamientos se adicionaron al agua de bebida. El
peso corporal se determind diariamente. La figura muestra el cambio neto en el
peso corporal (g) en relacion con el peso inicial (determinado el dia de inicio del
tratamiento y representado como un cambio neto de 0.0 g) en animales tratados
con yodoacetamida o vehiculo. Los datos representan la mediatSEM de 12
animales por grupo. *:P<0.05 vs dia 1; #: P<0.05 vs vehiculo el mismo dia de
tratamiento.

El descenso en el peso corporal en los animales tratados con yodoacetamida se
acompafd con una disminucién significativa en la ingesta de agua y de sélidos. Los
animales tratados con vehiculo consumieron cantidades crecientes de alimento a lo
largo del periodo de tratamiento (Fig. IV.1.4). Un patron similar se observé en el grupo
tratado con yodoacetamida, aunque la cantidad de comida ingerida fue,
consistentemente, menor a la de los controles (Fig. IV.1.4) De forma similar, la ingesta
de agua fue aproximadamente un 50% menor en los animales tratados con
yodoacetamida (20.411.4 ml/6 dias) que en el grupo control (39.2+2.9 mi/6 dias,
P<0.05).

1.2.3 - Vaciamiento géastrico de una comida sélida nutritiva

En los animales tratados con yodoacetamida se observé un ligero aumento en la
tasa de vaciamiento gastrico de una comida solida nutritiva, pero sin llegar a ser
estadisticamente significativo cuando se comparé con el grupo control (yodoacetamida:
34.91£7.5% en 2 h; vehiculo: 21.6+£5.7% en 2 h, n=12 para ambos grupos, P>0.05).
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Figura IV.1.4. Efecto del tratamiento con yodoacetamida sobre la ingesta. Los
animales recibieron diariamente una administracién intragastrica de yodoacetamida
(0.1% en sacarosa al 2%, 0.1 ml) o de vehiculo (sacarosa al 2%). Durante el mismo
periodo los tratamientos se adicionaron ademas al agua de bebida. La ingesta se
determiné diariamente durante el mismo periodo de tiempo. Los datos representan
la mediatSEM de 12 animales por grupo *: P<0.05 vs vehiculo, el mismo dia de
tratamiento.

1.2.4 - Secrecion acida gastrica basal

En animales tratados con vehiculo la secrecion acida basal media fue de
0.59+0.05 pmoles durante 30 min de periodo basal (n=70). Esta tasa de secrecion fue
similar a la observada en animales sin ningun tipo de tratamiento (0.54+0.05 ymoles/30
min, n=8). Los animales tratados con yodoacetamida mostraron una mayor variabilidad
en la tasa de secrecion acida gastrica basal y un 68% de los mismos mostré valores de
secrecion por encima de la media observada en el grupo control (Fig. IV.1.5). En los
animales tratados con yodoacetamida la secrecion basal media alcanzé un valor de
0.91+0.10 pmoles/30 min (n=87, P<0.05 vs animales tratados con vehiculo).

El pretratamiento con indometacina no modifico la secrecion acida gastrica basal
ni en los animales tratados con vehiculo (basal: 3.71+0.55 pmoles/120 min;
indometacina: 2.84+0.63 pmoles/120 min; n=3) ni con yodoacetamida (basal: 4.21+0.31
pmoles/120 min; indometacina: 4.91+0.95 ymoles/120 min; n=5). De forma similar, la
perfusion intragastica de compuesto 48/80 no modificd la tasa de secrecion basal en
ninguno de los dos grupos experimentales [vehiculo (basal: 2.59+0.57 pmoles/120 min;
compuesto 48/80: 2.36+0.58 pmoles/120 min); yodoacetamida (basal: 1.98+0.59
pmoles/120 min; compuesto 48/80: 1.46+0.42 ymoles/120 min); n=4 para cada grupo].
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Figura IV.1.5. Secrecion acida géstrica basal en animales sin ningun tratamiento o
tratados con yodoacetamida o vehiculo. Cada simbolo representa la secrecién
acida gastrica basal (umoles/30 min) de un animal (no tratados, n=8; vehiculo,
n=70; yodoacetamida, n=87). Los simbolos a la izquierda, con errores, representan
la mediatSEM de cada grupo. *: P<0.05 vs animales no tratados o tratados con
vehiculo [F(2,161)=9.977, P<0.001].

1.2.5 - Efecto de la pentagastrina y la histamina sobre la secrecion acida

En animales tratados con vehiculo, la infusion de pentagastrina estimulé la
secrecion acida basal alcanzandose una fase en meseta a los 40 min, que correspondio
a un incremento de un 130% sobre los valores basales de secrecion. La secrecion
acumulada durante las 2 h de infusion de pentagastrina alcanzé un valor de 6.05+2.50
pmoles (P<0.05 vs basal: 2.60+0.93 pmoles/120 min; n=8; Fig. IV.1.6). De forma
similar, en los animales tratados con yodoacetamida, la infusion de pentagastrina
estimuld la secrecion acida alcanzandose una fase en meseta a los 30 min del
comienzo de la infusién. Durante este periodo, la secrecién acida se incrementd en un
400% con respecto a los valores basales, lo que correspondid a una secrecion
acumulada de 23.86+4.81 pmoles durante los 120 min de infusion de pentagastrina
(P<0.05 vs basal: 5.70+£1.99 ymoles/120min; n=8; P<0.05 vs la respuesta secretora a
pentagastrina en los animales tratados con vehiculo; Fig. IV.1.6).

Tanto en los animales control, tratados con vehiculo, como en los tratados con
yodoacetamida, el pretratamiento con cimetidina (10 mg/kg) bloqued completamente la
respuesta secretora a la pentagastrina (Tabla 1V.1.2).
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Tabla 1V.1.2 - Efecto del pretratamiento con cimetidina sobre la respuesta
secretora a pentagastrina en animales tratados con vehiculo o con
yodoacetamida.?

Tratamiento Vehiculo Cimetidina

Secrecién acida (umoles/120 min)b

Pretratamiento con vehiculo

Basal 1.97£0.54 3.36 £0.24
Pentagastrina 448 +05 * 3.22+0.78
n=4 n=4
Pretratamiento con yodoacetamida
Basal 2.94 +£0.26 4.33+0.90
Pentagastrina 12.11+£3.14 * # 6.47 +2.09
n=7 n==6

% Tras 30 min de periodo basal, se administrd cimetidina (10 mg/kg, iv) o vehiculo
(0.1 ml/ratén, iv) y 10 min después se inicio una infusién de pentagastrina (16
ug/kg/h, durante 2 h). La secrecién se determiné a intervalos de 10 min a lo largo
de todo el experimento.

® Los valores representan la media+tSEM del nimero de animales indicado (n).

*: P<0.05 vs respectiva secrecion basal. #: P<0.05 vs respuestas secretoras a la
pentagastrina en el resto de grupos experimentales [F(7,34)=3.779, P=0.004].
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Figura IV.1.6. Efecto del pretratamiento con yodoacetamida en la respuesta
secretora a pentagastrina. Tras un tratamiento de 6 dias con yodoacetamida o
vehiculo, los animales se anestesiaron con uretano y la secrecion acida basal se
determiné durante 30 min, a continuacion se inicié una infusién iv de pentagastrina
(16 pg/kg/h, durante 2h). La secrecion acida se determind cada 10 min durante
todo el experimento. A: Cambios en la secrecion acida en funcion del tiempo. B:
Secrecion acida acumulada (pmoles/120 min). Los datos representan la
mediatSEM de 8 animales por grupo. *: P<0.05 vs basal; #: P<0.05 vs respuesta
secretora a pentagastrina en los animales tratados con el vehiculo (ANOVA).



Resultadosy Discusién - 54

En animales tratados con vehiculo, la infusion de histamina a la dosis de 1
mg/kg/h sélo incrementd ligeramente la secrecion acida (2.96+0.75 pmoles/120 min;
P>0.05 vs basal: 1.67+0.45 ymoles/120 min; n=6); mientras que a la dosis de 3 mg/kg/h
se alcanzaron unos valores de secrecion de 16.04+2.95 ymoles/120 min (P<0.05 vs
basal: 1.70£0.49 pmoles/120 min; n=7; Fig. IV.1.7). En ratones tratados con
yodoacetamida, tanto la dosis de 1 mg/kg/h (6.97£2.04 pmoles/120 min; P<0.05 vs
basal: 2.19£0.40 ymoles/120 min; n=6) como la de 3 mg/kg/h (32.34+6.11 pmoles/120
min; P<0.05 vs basal: 5.91£2.03 umoles/120 min; n=7) fueron eficaces estimulando la
secrecion (Fig. IV.1.7). Ademas, para ambas dosis de histamina, las respuestas
secretoras fueron significativamente superiores en los animales tratados con
yodoacetamida que en los tratados con vehiculo (Fig. IV.1.7).
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1.2.6 - Efecto del cromoglicato sédico sobre la secrecién acida estimulada con
pentagastrina o histamina

El pretratamiento con cromoglicato sédico previno la respuesta hipersecretora a
la pentagastrina observada en los animales tratados con yodoacetamida [cromoglicato
sodico: 6.90+1.39 pmoles/120 min, n=8; P<0.05 vs vehiculo del cromoglicato sédico:
14.40+£2.77 pmoles/120 min, n=9; F(11,84)=5.249, P<0.001; Fig. IV.1.8]. Por el
contrario, en animales tratados con vehiculo, el cromoglicato sédico no modificod la
respuesta secretora a la pentagastrina (6.93+1.40 ymoles/120 min, P>0.05 vs vehiculo
del cromoglicato sddico: 5.20+0.75 pmoles/120 min; n=7-8; Fig. IV.1.8).
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Figura 1V.1.8. Efecto del cromoglicato sédico sobre la respuesta secretora a
pentagastrina. Tras un tratamiento de 6 dias con yodoacetamida o con vehiculo, los
animales se anestesiaron con uretano y la secrecion acida gastrica basal se
determiné durante 30 min. A continuacion, se administro el estabilizante de los
mastocitos, cromoglicato sédico (20 mg/kg, iv), y a los 30 min se inicid la infusion
de pentagastrina (16 ug/kg/h, iv, durante 2h). La secrecion acida se determiné a
intervalos de 10 min a lo largo de todo el experimento. A: Cambios en la secrecion
acida en funcioén del tiempo. B: Secrecion acida acumulada (umoles/120 min). Los
datos representan la media=SEM de 7-9 animales por grupo. *: P<0.05 vs basal o
vehiculo/cromoglicato; #: P<0.05 vs respuesta secretora a pentagastrina en los
demas grupos experimentales (ANOVA).
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De forma similar, el pretratamiento con cromoglicato sédico también previno la
respuesta hipersecretora asociada a la histamina en los animales tratados con
yodoacetamida [cromoglicato soédico: 6.30+1.02 pmoles/120 min, n=5; P<0.05 vs
vehiculo del cromoglicato sodico: 23.91+5.54 pmoles/120 min, n=5; F(11,36)=10.107,
P<0.001; Fig. IV.1.9]. En animales tratados con el vehiculo de la yodoacetamida, el
cromoglicato sodico no afecté la respuesta secretora inducida por histamina
(cromoglicato sodico: 9.81+2.16 umoles/120 min; vehiculo: 11.47+3.02 pmoles/120 min,
n=3, Fig. IV.1.9).

El cromogligato sodico, por si mismo, no modificd la secrecion acida gastrica
basal en ninguno de los grupos experimentales (Figs. IV.1.8 y IV.1.9).
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Figura 1V.1.9. Efecto del cromoglicato sédico sobre la secrecion &cida géastrica
estimulada por histamina. El protocolo experimental es igual al descrito en la figura
IV.1.8, pero en este caso, la secrecion acida se estimulé con histamina (3 mg/kg/h,
iv, durante 2 h). A: Cambios en la secreciéon &cida en funciéon del tiempo en
animales tratados con yodoacetamida o con vehiculo. B: Valores de secrecién
acida (umol/120 min) durante el periodo basal y tras la estimulacién con histamina.
Los datos representan la mediaxtSEM de 3-7 animales por grupo. *:P<0.05 vs
basal; # P<0.05 vs respuesta secretora a la histamina en los demas grupos
experimentales (ANOVA).
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1.2.7 - Efecto de la indometacina sobre la secrecién acida estimulada con
pentagastrina o histamina

En animales tratados con yodoacetamida, la indometacina aumento la respuesta
secretora a pentagastrina en un 80% con respecto a los animales tratados con vehiculo
[indometacina + pentagastrina: 26.75+2.45 pmoles/120 min, n=5; P<0.05 vs vehiculo de
indometacina + pentagastrina: 14.75+1.58 pmoles/120 min, n=4; F(11,36)=53.712,
P<0.001; Fig. IV.1.10]. Por el contrario, en animales tratados con vehiculo de
yodoacetamida, la indometacina no modificé la respuesta secretora a pentagastrina
(vehiculo de indometacina: 4.50+0.35 pymoles/120 min, n=3; indometacina: 6.18+1.08
pmoles/120 min, n=4; Fig. IV.1.10).
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Figura 1V.1.10. Efecto de la indometacina sobre la respuesta secretora a
pentagastrina. Tras un tratamiento de 6 dias con yodoacetamida o con vehiculo, los
animales se anestesiaron con uretano y la secrecion acida gastrica basal se
determiné durante 30 min. A continuacién, se administré indometacina (5 mg/kg, ip)
y 30 min después pentagastrina (16 pg/kg/h, iv, 2 h). La secrecion acida se
determiné a intervalos de 10 min a lo largo de todo el experimento. A: Cambios en
la secrecién &cida en funcién del tiempo. B: Secrecién acida acumulada (umol/120
min). Los datos representan la mediazSEM de 3-5 animales por grupo. *: P<0.05 vs
basal o vehiculo/indometacina; #: P<0.05 vs respuesta a pentagastrina en animales
pretratados con vehiculo; &: P<0.05 vs respuesta a pentagastrina en animales
tratados con yodoacetamida y vehiculo de indometacina (ANOVA).
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Respuestas similares se observaron cuando la secrecion se estimuld con
histamina. En animales tratados con yodoacetamida, la indometacina aumentd la
respuesta secretora a histamina hasta un valor de 37.79+2.46 ymoles/120 min [n=6;
P<0.05 vs vehiculo de indometacina + histamina: 16.86+0.87 pmoles/120 min, n=4;
F(11,36)=87.961, P<0.001, Fig IV.1.11]. Sin embargo, en animales tratados con el
vehiculo de yodoacetamida la indometacina no modificd la respuesta secretora a
histamina (vehiculo: 8.05+1.36 pmoles/120 min; indometacina: 8.64+0.89 umoles/120
min; n=3 para cada grupo, Fig. IV.1.11).

La indometacina, por si misma, no modificd la secrecion acida gastrica basal en
ninguno de los grupos experimentales (Figs. IV.1.10 y IV.1.11).
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Figura IV.1.11. Efecto de la indometacina sobre la respuesta secretora a histamina.
El protocolo experimental es el mismo al descrito en la figura IV.1.10, pero en este
caso, la secrecion se estimulo con histamina (3 mg/kg/h, iv, durante 2 h). La
secrecioén acida se registro a intervalos de 10 min a lo largo de todo el experimento.
A: Cambios en la secrecion acida en funcién del tiempo. B: Secrecion acida
acumulada (umol/120 min). Los datos representan la mediatSEM de 3-6 animales
por grupo. *: P<0.05 vs basal o vehiculo/indometacina. #: P<0.05 vs respuesta
secretora de histamina en animales pretratados con vehiculo de yodoacetamida. &:
P<0.05 vs respuesta secretora a histamina en animales tratados con
yodoacetamida e indometacina (ANOVA).



Resultadosy Discusion - 59

1.3 - Discusién

La gastritis es una alteracion frecuente en estados fisiopatologicos que cursan
con alteraciones en la secrecion, la motilidad y/o la sensibilidad gastrica. Numerosos
estudios se han dedicado a la caracterizacion de la gastritis de origen infeccioso, tanto
asociada a la presencia de H. pylori como de otros agentes. Sin embargo, existen
pocos estudios que caractericen las alteraciones fisiopatoldgicas asociadas a gastritis
de origen no infeccioso. La mayoria de estos estudios utilizan como modelos de
inflamacién agentes irritantes (AINEs, alcohol, etc), que basan su accion inflamatoria
en la induccion de lesiones, normalmente macroscopicas, en la mucosa gastrica (Ablin
et al., 1999; Takahashi et al., 2000). Sin embargo, la presencia de gastritis en ausencia
de infecciones microbianas y sin lesiones organicas aparentes es también frecuente. A
pesar de ello, pocos estudios se han centrado en la caracterizaciéon de las alteraciones
fisiopatologicas propias de estos procesos.

En este trabajo se han estudiado las alteraciones en las funciones motora y
secretora en un modelo de gastritis subcrénica en el ratdén inducida por una exposicion
de la mucosa gastrica a yodoacetamida. La yodoacetamida es un irritante quimico que
actua acetilando los grupos sulfidrilo de moléculas organicas (Bielefeldt et al., 2002;
Ozaki et al., 2002). Se ha visto que diferentes compuestos con grupos sulfidrilo
(glutation, algunos aminoécidos,...) juegan un papel importante en el mantenimiento de
la integridad de la mucosa gastrointestinal (Robert et al.,1984; Romano et al., 1992). La
accion de la yodoacetamida sobre los mismos alteraria la integridad de la mucosa
gastrointestinal generando un estado de inflamacion leve sin lesiones organicas
evidentes. Los resultados obtenidos muestran que, en el ratén, el tratamiento
subcronico con yodoacetamida se asocia a una respuesta inflamatoria moderada, tal y
como se aprecia a nivel microscoépico, con ausencia de lesiones macroscopicas en la
mucosa gastrica. Estos resultados coinciden con observaciones previas en la rata,
especie en la cual la exposicion a yodoacetamida, adicionada al agua de bebida, induce
una gastritis leve caracterizada por un infiltrado inflamatorio moderado en la submucosa
y la mucosa gastrica, con ausencia de erosiones o ulceraciones (Barnett et al., 2000;
Bielefeldt et al., 2002; Ozaki et al., 2002). Estos cambios indican el desarrollo de una
gastritis leve. Por lo tanto, este modelo de inflamacién podria reproducir estados
fisiopatologicos en los cuales no se observan alteraciones macroscopicas o incluso
microscopicas del estdmago.

Las posibles alteraciones en la motilidad gastrica asociadas al efecto de la
yodoacetamida se evaluaron a partir del estudio del vaciamiento gastrico de una comida
soélida nutritiva. No se observaron diferencias en la tasa de vaciamiento gastrico entre
animales tratados con yodoacetamida y los tratados con vehiculo. Estos resultados
sugieren que, en el ratdn, los reflejos neuroendocrinos que modulan la motilidad y el
vaciamiento gastricos no estan alterados durante la gastritis leve. En humanos
infectados con H. pylori no se ha observado una correlacion entre el vaciamiento
gastrico y la presencia de gastritis, y se ha descrito tanto la ausencia de variaciones en
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la tasa normal de vaciamiento como la presencia de incrementos o disminuciones de la
misma (Chang et al., 1996; Manes y Malfertheiner, 1999; Koskenpato et al., 2000;
Chiloiro et al., 2001). De forma similar, algunos estudios en modelos animales de
gastritis de origen bacteriano no han logrado demostrar un patron de cambios
consistente en el vaciamiento gastrico, lo que sugiere que existen factores
dependientes de la especie o el modelo experimental que son relevantes (Dubois et al.,
1991; Duval-Araujo et al., 2000). La relacidon entre vaciamiento gastrico y gastritis
inducida por irritantes quimicos no ha sido estudiada. Se sabe que el alcohol, a dosis
elevadas (con potencial erosivo sobre la mucosa), inhibe el vaciamiento gastrico, pero
este efecto se debe probablemente a sus acciones directas sobre mecanismos
neuroendocrinos de control mas que a efectos relacionados con una posible respuesta
inflamatoria (Izbéki et al., 2002). El vaciamiento gastrico también se ha relacionado con
la ingesta de alimento. Asi, se ha sugerido que el retraso en el vaciamiento prolongaria
la distensién gastrica aumentando las sefales de saciedad que llevan a una inhibicién
en la ingesta (Schwartz et al., 1991). Sin embargo, los resultados obtenidos muestran
que el descenso observado en la ingesta, en los animales tratados con yodoacetamida,
no guarda relacién con variaciones en la tasa de vaciamiento gastrico. Esta observacion
sugiere que ambos factores son independientes, tal y como previamente se ha descrito
en otras situaciones experimentales, como en el caso de saciedad inducida por leptina
(Barrachina et al., 1997a, b). Estudios previos realizados en la rata sugieren que la
gastritis inducida por yodoacetamida cursa con un estado de hiperalgesia asociado a la
distension gastrica (Ozaki et al., 2002; Bielefeldt et al., 2002). Este estado de
hiperalgesia podria alterar la acomodacioén gastrica al alimento, activar incluso vias
nociceptivas, e inducir sefiales de saciedad que disminuirian la ingesta; pudiendo ser,
por lo tanto, la causa de los cambios observados en este parametro en los animales
tratados con yodoacetamida. En estas condiciones, se podrian observar cambios en la
ingesta en ausencia de alteraciones en el vaciamiento gastrico. La disminucion en la
ingesta se acompano, ademas, de una pérdida de peso corporal, coincidiendo con lo
observado en otros modelos de gastritis (Dial et al., 1996; Bielefeldt et al., 2002; Ozaki
etal., 2002).

En los animales tratados durante 6 dias con yodoacetamida, se observé que la
secrecion acida gastrica basal era superior a la de los animales tratados con vehiculo, o
a la de animales sin ningun tipo de tratamiento. Este resultado contrasta con estudios
previos que muestran que en ratas con gastritis inducida por yodoacetamida no se
observan cambios en la secrecion basal (Barnett et al., 2000). Estas diferencias pueden
ser debidas a factores interespecificos o al grado de desarrollo de la gastritis. En el
estudio de Barnett et al. (2000) los animales recibieron yodoacetamida en el agua de
bebida durante 5 dias, mientras que en el presente estudio los animales tuvieron una
doble exposicién al agente irritante (administracion intragastrica y adicion al agua de
bebida) durante un periodo de 6 dias. Puesto que los animales tratados con
yodoacetamida ingerian menos agua que los controles, la yodoacetamida se administro
también por via intragastrica. Con este procedimiento se evitan diferencias en la ingesta
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de irritante y se asegura una minima exposicién al mismo en todos los animales; lo que,
probablemente, tiende a reducir la variabilidad en la respuesta inflamatoria y permite
determinar de una forma mas eficaz alteraciones de tipo funcional. El estudio
mencionado en ratas no considera estos factores con lo cual la respuesta inflamatoria
puede ser mas heterogenea y por lo tanto dificultar la caracterizacion de ciertos
cambios funcionales, como puede ser la alteracion de la secrecién basal, que como se
desprende de los resultados obtenidos presenta una gran variabilidad en los animales
tratados con yodoacetamida.

Los cambios observados en la secrecidon basal podrian reflejar también una
alteracion en los mecanismos de regulacién de la secrecion acida dependientes de la
somatostatina. El uretano es un anestésico que se caracteriza porque estimula la
sintesis y liberacion de somatostatina (Yang et al., 1990). Debido a esta liberacion de
somatostatina endégena los animales anestesiados con uretano muestran unos niveles
de secrecion basal bajos comparados con animales conscientes (Yang et al., 1990;
Martinez et al., 1998; Kawakubo et al., 1999). Varios estudios han demostrado que
durante la gastritis de origen bacteriano, se liberan un gran nimero de mediadores
inflamatorios que tienden a inhibir la actividad y/o a reducir el niumero de células D en la
mucosa gastrica (Zavros et al., 2002b, c), lo que desencadenaria un estado relativo de
hipersecrecion. Aunque en este estudio no se han caracterizado los cambios en los
niveles de somatostatina o en la poblacién de células D, los resultados obtenidos
sugieren que este mecanismo también podria operar durante la gastritis inducida
quimicamente. Como consecuencia, durante la inflamacion, alteraciones en el numero
y/o la funcionalidad de las células D podrian resultar en una liberacién disminuida de
somatostatina en respuesta al uretano, dando como resultado una secrecién basal
relativamente elevada.

Por otro lado, se observd que la respuesta secretora a la pentagastrina y a la
histamina estaba incrementada en los animales con gastritis con respecto a los
controles. Este cambio en la respuesta a secretagogos coincide con estudios previos en
humanos infectados con H. pylori (EI-Omar et al., 1993, 1995) y en ratas con gastritis
inducida con yodoacetamida (Barnett et al., 2000). Esta respuesta hipersecretora podria
ser debida a: i) un aumento en la produccion de gastrina, probablemente relacionado
con una disminucion de la somatostatina antral; ii) un incremento en la respuesta a la
gastrina a nivel de la célula parietal; y/o iii) un aumento en el nimero o la respuesta
funcional de los receptores de histamina. En general, estos cambios parecen depender
de una serie de mediadores inflamatorios locales liberados durante la inflamacion, tal y
como sugieren experimentos realizados en ratones con gastritis inducida por un
sobrecrecimiento bacteriano (Zavros et al., 2002a, c). El aumento de la respuesta
secretora gastrica a la pentagastrina y la histamina podria ser consecuencia de una
sensibilizacion de la via gastrina-histamina-célula parietal, o bien asociarse a un efecto
directo de la gastrina sobre las células parietales. Sin embargo, los efectos de la
pentagastrina fueron bloqueados con el antagonista H2, cimetidina, sugiriendo que la
respuesta hipersecretora a esta hormona no se debe a un efecto directo de la misma
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sobre la célula parietal, sino que esta mediada por la liberacion de histamina de células
ECL.

A partir de los estudios realizados no se puede descartar que la alteracion de las
respuestas secretoras pueda estar también relacionada con cambios en la poblaciones
de células ECL y/o parietales. Un aumento en el numero de células ECL y/o parietales
resultaria en un incremento de las respuestas secretoras similar al observado en estos
estudios. Para determinar cambios en estas poblaciones celulares serian necesarios
estudios exhaustivos mediante técnicas inmunohistoquimicas, analisis morfométrico y/o
citometria de flujo. Estudios previos han descrito un aumento en el nimero de células
parietales en el estdmago de ratones infectados con gastritis asociada a un
sobrecrecimiento bacteriano (Zavros et al., 2002b). Sin embargo, en el mismo estudio,
los cambios observados en la poblacién de células parietales se correlacionaban con la
presencia de inflamacion pero no con la secrecion acida. Ademas, es probable que los
cambios en las poblaciones de células ECL y parietales sean caracteristicos de
procesos inflamatorios cronicos. Estudios en ratones demuestran que se necesitan
alrededor de 4 meses de exposicion al agente infeccioso, y por lo tanto de evolucién del
proceso inflamatorio, para observar cambios consistentes en el niumero de células (Dial
et al., 2000). Por lo tanto, en las condiciones experimentales seguidas en este estudio,
con una inflamacién subcrénica desarrollada en un periodo de 6 dias, es improbable
que se observen cambios de este tipo.

Aunque en el estdmago la histamina es producida mayoritariamente por las
células ECL se han descrito otras fuentes de histamina que podrian contribuir a la
estimulacion de la secrecion acida. Se ha demostrado que durante el proceso de
activacion mastocitaria se liberan gran nimero de mediadores inflamatorios, entre los
cuales se encuentra la histamina. Ademas, los mastocitos se han implicado en los
mecanismos fisiopatolégicos de varias patologias gastrointestinales, tales como la
Ulcera péptica y la enfermedad inflamatoria intestinal (Bechi et al., 1993; Charalabos et
al., 1993; Whittle, 1993; Stderholm et al., 2002). El examen histolégico del estémago de
los animales tratados con yodoacetamida reveld la presencia de un infiltrado
inflamatorio difuso, principalmente en la submucosa, y un aumento en el nimero de
mastocitos, identificados mediante una tinciéon selectiva (azul de toluidina). Estas
observaciones sugeririan que la histamina procedente de los mastocitos podria
contribuir a la elevada secrecion basal y también a la respuesta hipersecretora asociada
a la pentagastrina y a la histamina. Varios estudios muestran que los mastocitos
expresan receptores para gastrina y responden a la estimulacién con esta hormona
liberando histamina (Tharp et al., 1984; Plebani et al., 1995). Ademas, se han descrito
mecanismos por los cuales la histamina es capaz de autoregular su propia liberacion en
mastocitos (Bent et al., 1991; Ohkubo et al., 1994). En su conjunto, estas observaciones
sugieren que durante la gastritis, gastrina e histamina, ademas de actuar sobre células
ECL vy parietales, podrian actuar sobre mastocitos induciendo una liberacién adicional
de histamina y, por lo tanto, incrementando la respuesta secretora gastrica. De acuerdo
con esta hipdtesis, el pretratamiento con el estabilizador de mastocitos, cromoglicato
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sédico, revirtid la respuesta hipersecretora, tanto a histamina como a gastrina,
observada en los animales tratados con yodoacetamida, sin modificar la accion de los
secretagogos en animales tratados con vehiculo. Sin embargo, contrastando con estas
observaciones, la perfusion intragastrica con compuesto 48/80, un degranulador de
mastocitos, no alterd la secrecion acida gastrica basal en los animales tratados con
yodoacetamida.

Estudios previos han demostrado que durante la inflamacién gastrica se
produce un aumento en los niveles de expresion de la enzima COX-2 y en la sintesis
de PGs, principalmente de PGE, (Gretzer et al., 1998, 2001; Barnett et al., 2000; Xiao et
al., 2001). Los resultados obtenidos muestran que la inhibicion de la sintesis de PGs
con indometacina no modifico la secrecion basal en ninguno de los grupos
experimentales. La falta de efecto de la indometacina en animales tratados con vehiculo
coincide con estudios previos en la rata, y sugiere que las PGs no juegan un papel
esencial regulando la secrecion acida gastrica basal en condiciones normales (Yoneda
y Taché, 1993; Martinez et al., 2002). Sin embargo, la ausencia de efecto de la
indometacina sobre la secrecion basal en los animales con gastritis contrasta con
resultados previos obtenidos en ratas con gastritis inducida por el mismo irritante o en
ratones con gastritis crénica asociada a la infeccion con H. pylori (Barnett et al., 2000;
Xiao et al., 2001). En ratones con gastritis cronica asociada a la presencia de H. Pylori
se observé un aumento en los niveles de PGs en la mucosa gastrica, relacionado con
una sobreexpresion de la COX-2, sugiriendo que la activacion de la via COX-2/PGE,
podria ser, al menos parcialmente, responsable de los cambios en la secrecion
observados en estos animales (Xiao et al., 2001). Las diferencias entre estas
observaciones y los resultados obtenidos en este estudio podrian ser debidas al modelo
experimental empleado (gastritis quimica vs infecciosa) o a caracteristicas especie-
especificas (rata vs raton). Por otro lado, el pretratamiento con indometacina aumento
significativamente la respuesta secretora a pentagastrina e histamina en los animales
tratados con yodoacetamida. Estos resultados coinciden con estudios previos en ratas
con gastritis de origen quimico que demuestran que la respuesta secretora a
pentagastrina estaba aumentada tras el bloqueo de la sintesis de PGs (Barnett et al.,
2000). Aunque en dicho trabajo no se determiné si las acciones de la histamina estaban
también moduladas por PGs esta hipotesis es muy plausible, ya que los efectos
secretores de la gastrina son mayoritariamente dependientes de histamina, como
demuestra el completo bloqueo de las acciones de la pentagastrina con antagonistas
H2. En su conjunto, estas observaciones sugieren que, en el ratdn, las PGs participan
en la modulacion de las respuesta secretoras gastricas durante estados inflamatorios. A
través de su accién, las PGs minimizarian las respuestas hipersecretoras a los
diferentes estimulantes, disminuyendo la produccién excesiva de acido y manteniendo
la integridad de la mucosa gastrica.
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Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos podemos concluir que en el raton la irritacion
quimica de la mucosa gastrica con yodoacetamida produce una gastritis leve
caracterizada por la presencia de un infiltrado inflamatorio difuso, con un incremento en
el numero de mastocitos en la submucosa y sin lesiones aparentes de la mucosa. La
gastritis no modifico la tasa de vaciamiento gastrico pero alteré de forma significativa la
secrecion acida. La secrecion basal asi como la respuesta a los secretagogos gastrina
e histamina estuvo aumentada en animales con gastritis respecto a los controles. Los
cambios en la secrecion basal pueden deberse a alteraciones en el sistema de control
gastrina-somatostatina, como sugieren estudios en gastritis de origen infeccioso,
mientras que las PGs no parecen estar implicadas. La respuesta hipersecretora a la
gastrina y la histamina fue bloqueada por el estabilizante de los mastocitos,
cromoglicato sodico, sugiriendo una implicacion de este tipo celular en las alteraciones
observadas. En animales con gastritis, el pretratamiento con indometacina aumenté las
respuestas secretoras tanto a gastrina como a histamina, sugiriendo que las PGs
podrian actuar reduciendo las respuestas hipersecretoras para minimizar la exposicion
al acido de la mucosa gastrica.

Por lo tanto, durante la gastritis de origen quimico se darian alteraciones en los
mecanismos de control de la secrecion acida gastrica que implicarian: i) una respuesta
aumentada a secretagogos, en parte asociada a la activacién de células inflamatorias
(mastocitos); y ii) un mecanismo inhibitorio compensatorio dependiente de PGs.

Este modelo de gastritis de origen quimico en el raton puede ser de interés para
caracterizar alteraciones en los mecanismos de control de la secrecion acida gastrica
en estados fisiopatologicos asociados a la inflamacion leve, asi como para la
identificacion y caracterizaciéon de dianas de interés terapéutico en condiciones
fisiopatoldgicas en las cuales no hay infecciones de origen bacteriano asociadas o en
las que no se pueden detectar alteraciones organicas, como es el caso de la dispepsia
funcional.
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2 - Secrecion Acida y Vaciamiento Gastrico en Ratones Carentes del
Receptor de Tipo 2 de la Somatostatina

2.1 - Antecedentes y objetivos

La somatostatina es el principal inhibidor fisiolégico de la secrecion acida
gastrica, actuando principalmente a través de un mecanismo paracrino. En el
estdbmago, la somatostatina es sintetizada y liberada por células de tipo D, localizadas
tanto en el antro como en el fundus. Ambos tipos celulares responden a diferentes
estimulos (luminales y no luminales) sintetizando y secretando somatostatina, que
actia mediante un mecanismo paracrino tanto sobre células ECL y células G como
sobre células parietales de la mucosa. De esta manera, el efecto inhibitorio sobre la
secrecion acida resulta de la accién directa del péptido sobre las células parietales y de
la accién indirecta sobre la sintesis y secrecion de gastrina y de histamina (Lloyd y
Debas, 1994; Lloyd y Walsh, 1994; Martinez, 2002).

Ademas de sus acciones sobre la secrecion varios estudios sugieren que la
somatostatina es un regulador fisiolégico de la motilidad gastrointestinal, tanto en
estados postprandiales como durante los periodos interdigestivos. Los efectos de la
misma sobre la motilidad gastrica son variables. Estudios funcionales realizados en la
especie humana han demostrado que la administracion periférica de somatostatina o de
su analogo, SMS 201-995, puede tanto estimular como inhibir el vaciamiento gastrico
(Johansson et al., 1978; Fuessl et al., 1987; Von der Ohe et al., 1995; Okamoto et al.,
1997). Los estudios en otras especies son menos frecuentes y sélo en un caso se ha
observado que el SMS 201-995 inhibe el vaciamiento gastrico en la rata (Smedh et al.,
1999).

Las acciones biolégicas de la somatostatina en sus células diana estdn mediadas
por la interaccion con receptores especificos. Hasta el momento se han descrito cinco
tipos diferentes de receptores (SSTR1-5) (Patel, 1999). Estudios recientes, empleando
ensayos de proteccion de ribonucleasas y técnicas de RT-PCR, han detectado la
presencia en el estbmago de los cinco subtipos de receptores (Bruno et al., 1993; Raulf
et al., 1994). La somatostatina tiene una afinidad similar por todos ellos (Patel, 1999) vy,
por lo tanto, la caracterizacion funcional de los mismos depende del empleo de
agonistas y antagonista especificos. Hasta el momento, se han desarrollado tres tipos
de agonistas de receptores de somatostatina: i) analogos peptidicos, no selectivos, de
la somatostatina; de ellos, el mas representativo es el SMS 201-995; ii) analogos
peptidicos de la somatostatina con afinidad relativamente selectiva por los diferentes
subtipos de receptores; y iii) agonistas no peptidicos con elevada afinidad por los
diferentes subtipos de receptores. Usando algunos de estos analogos el control de la
secrecion acida dependiente de somatostatina se ha vinculado al receptor SSTR2
(Martinez, 2002), aunque el papel del resto de subtipos no ha sido caracterizado con
detalle.
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Los mecanismos fisioldgicos de regulacion de la secrecion acida gastrica, han
sido ampliamente estudiados en varias especies animales (fundamentalmente en rata y
perro) y en menor grado en la especie humana. Durante lo ultimos afios, asociado a los
avances en genética y biologia molecular, el raton se ha convertido en un importante
modelo animal en investigacion biomédica. Sin embargo, apenas existen estudios
caracterizando la funcion gastrica en el ratén y en su mayoria se trata de estudios in
vitro.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo del siguiente estudio ha sido
caracterizar, in vivo, la implicacion relativa de los receptores de la somatostatina en la
regulacién de la secrecion acida y del vaciamiento gastrico en el ratén. Para ello, se ha
empleado un modelo animal modificado genéticamente, un ratén carente del receptor
de tipo 2 de la somatostatina (SSTR2 -/-), combinado con el empleo de agonistas y
antagonistas de los diferentes subtipos de receptores. En la mayoria de modelos
animales con manipulaciones genéticas empleados para el estudio de la funcion
gastrointestinal se han descrito cambios morfolégicos asociados a los cambios
genotipicos y fenotipicos (Samuelson y Hinkle, 2003). Por lo tanto, ademas de los
cambios funcionales mencionados, se han estudiado los cambios morfoldgicos en el
estdbmago asociados a la falta de receptor SSTR2, mediante técnicas estandar de
histologia, asi como los cambios en las poblaciones de células con inmunoreactividad
de tipo gastrina (células G) y somatostatina (células D), mediante técnicas de
inmunohistoquimica.

2.2 - Resultados

2.2.1 - Histologia del estbmago

A nivel macroscoépico no se observaron diferencias ni de morfologia ni de tamario
entre los estbmagos de animales SSTR2 -/- y SSTR2 +/+. El peso del estémago fue
similar en ambos grupos (SSTR2 +/+: 186+8 mg; SSTR2 -/-: 201+5 mg; n=20 para cada
grupo; P=0.70); lo que representa una proporcion similar con respecto al peso corporal
total (SSTR2 +/+: 22.91+0.3 g; SSTR2 -/-: 23.5+0.4 g). En ningun caso se observaron
lesiones macroscoépicas en la mucosa gastrica o signos de inflamacion. El examen
histolégico de multiples secciones de fundus y antro gastricos confirmé la ausencia de
lesiones en la superficie de la mucosa o de inflamacion (Fig. 1V.2.1). El analisis
morfométrico de las preparaciones histologicas, tanto de fundus como de antro, mostré
un grado de desarrollo similar del epitelio, la submucosa y la capa muscular en ambos
grupos de animales (Fig. IV.2.1 ; tabla IV.2.1).



Resultados'y Discusion - 67

Figura IV.2.1. Fotomicrografias representativas de secciones histoldgicas de fundus
(A, B) y antro (C, D) gastricos tefiidas con hematoxilina-eosina, correspondientes a un
animal de tipo salvaje (SSTR2 +/+; A, C) y a un animal SSTR2 -/- (B, D). Barra: 200

um.

Tabla IV.2.1 - Morfometria géstrica en ratones SSTR2 +/+ y SSTR2 -/-.

Antro (um)? Fundus (um)?

Mucosa Submucosa Muscular Mucosa Submucosa Muscular

SSTR2 +/+ 283110 7310 121+14 30116 68+10 119+10
SSTR2 -/- 27645 63+8 13712 306x12 67+5 12214
N 6 6

®Los datos corresponden al grosor de la mucosa, la submucosa y la capa de musculo,
expresado como mediatSEM. El grosor de las diferentes areas se determind a partir de
10 medidas, en zonas localizadas al azar de multiples secciones de antro y fundus
gastrico teiidas con hematoxilina-eosina y correspondientes a 6 animales para cada
grupo. El analisis morfométrico se realizd a partir de imagenes digitalizadas, mediante el
programa informatico ImageJ.
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2.2.2 - Inmunohistoquimica para gastrina y somatostatina

En secciones de antro gastrico de animales SSTR2 +/+, mantenidos ad libitum,
incubadas con el anticuerpo anti-gastrina, CURE n° 05109.1, se observaron abundantes
células inmunoreactivas, con una distribucion homogénea en la parte inferior de las
glandulas de la mucosa (9.8+1.9 células inmunoreactivas/campo; Figs. IV.2.2 y IV.2.3).
En animales SSTR2 -/-, mantenidos ad libitum, se observé un patréon similar de
distribucion de la inmunoreactividad de tipo gastrina, con una abundancia de células
inmunoreactivas (9.0£0.4 células inmunoreactivas/campo) similar a la observada en
animales SSTR2 +/+ (Figs. 1V.2.2 y 1V.2.3). En animales ayunados durante 18-20 h, la
distribucién y abundancia de células inmunoreactivas fue similar a la observada para
animales mantenidos ad libitum (SSTR2 +/+: 10.6+0.6 células inmunoreactivas/campo;
SSTR2 -/-: 10.1+£0.4 células inmunoreactivas/campo; Fig. 1V.2.2). Por el contrario, en
muestras de fundus gastrico, so6lo en algunas preparaciones se observo
ocasionalmente alguna célula con inmunoreactividad, mientras que en la mayoria de
ellas la ausencia de células inmunoreactivas fue total, independientemente del estado
de los animales o de sus caracteristicas genéticas (Figs. IV.2.2, IV.2.3).
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Figura 1V.2.3. (Pagina opuesta) Secciones representativas de la inmunoreactividad de tipo
gastrina en el fundus (A, C) y antro gastricos (B, D) en animales SSTR2 +/+ (A, B) y SSTR2
-/- (C, D) mantenidos ad libitum. Notese la ausencia de inmunoreactividad en el fundus
gastrico (A, C) mientras que en antro (B, D) se observan abundantes células con
inmunoreactividad de tipo gastrina, localizadas en la parte inferior de las glandulas de la
mucosa.
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Células con inmunoreactividad de tipo somatostatina se observaron tanto en
secciones de fundus como de antro gastricos. En el fundus, el nimero de células
inmunoreactivas fue similar en animales SSTR2 +/+ y SSTR2 -/- mantenidos en ayunas
por 18-20 h (Tabla 1V.2.2; Fig. IV.2.4). En animales alimentados ad libitum el nimero de
células inmunoreactivas se redujo un 80% en los animales SSTR2 +/+ y un 50% en los
animales SSTR2 -/- (Tabla IV.2.2; Fig. IV.2.4). Las células inmunoreactivas se
distribuyeron preferentemente en la zona media de las glandulas.

En la region antral de animales SSTR2 +/+ mantenidos en ayunas se observaron
abundantes células con inmunoreactividad de tipo somatostatina, localizandose
predominantemente en la parte inferior de las glandulas. Una distribucion similar se
observé en animales SSTR2 -/- aunque el numero de células fue inferior al observado
en animales SSTR2 +/+. De nuevo, en animales ad libitum se observd un menor
numero de células inmunoreactivas, independientemente del genotipo considerado;
aunque en este caso el numero de células inmunoreactivas se redujo sélo entre un 22%
y un 29% con respecto a los valores en animales en ayunas (tabla 1V.2.2; Fig. IV.2.4).

En todos los casos, la incubacién de los anticuerpos con un exceso de antigeno
(gastrina-17 o somatostatina-14) resulté en una pérdida completa de inmunoreactividad,
demostrando la especificidad de la misma.
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Figura 1V.2.4. Secciones representativas de la inmunoreactividad de tipo
somatostatina en el fundus (A, C, E) y antro gastricos (B, D, F) en animales SSTR2 -/-
ayunados por 18-20 h (A, B) o mantenidos ad libitum (C, D) y en animales SSTR2 +/+
mantenidos ad libitum (E, F). Nétese la diferente distribucion de la inmunoreactividad
en fundus (parte media de las glandulas) y antro (parte inferior de las glandulas).
Véase como en los animales mantenidos ad libitum se observa una menor
inmunoreactividad en la zona fundica. La imagen en G muestra en detalle una célula
inmunoreactiva de la zona antral, con la tipica morfologia descrita para las células D
(barra: 50 pm).
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Tabla IV.2.2 — Abundancia relativa de células con inmunoreactividad de tipo
somatostatina en el fundus y antro gastricos de animales SSTR2 +/+ y SSTR2 -/-
alimentados ad libitum o en ayunas.

Fundus Antro

Células inmunoreactivas/campo®

Ayunas Ad libitum Ayunas Ad libitum
SSTR2 +/+ 13.7+3.7 1.9+1.2 15.4+2.3 12.0+2.2
#
SSTR2 -/- 9.740.7 5.0£1.7 6.8+1.4 4.8+0.5
* # * *
N 5 5

®Los datos representan la media+SEM del nimero de células inmunoreactivas por
campo a partir de 5 campos de microscopio (X40) en tres secciones para cada una
de las areas gastricas y el numero de animales indicado (N) (15 campos de
microscopio por area gastrica y animal). *: P<0.05 vs SSTR2 +/+; #: P<0.05 vs
ayuno.

2.2.3 - Vaciamiento géastrico de una comida sdélida nutritiva en ratones SSTR2 +/+
y SSTR2-/-

La tasa de vaciamiento gastrico de una comida solida nutritiva fue similar en
animales SSTR2 +/+ y SSTR2 -/- cuando se valoré 1 h (SSTR2 +/+: 39.8+7.4%, n=10;
SSTR2 -/-: 26.645.3%, n=11; P=0.074), 2 h (SSTR2 +/+: 61.8£10.1%, n=10; SSTR2 -/-:
63.415.2%, n=10; P>0.05) o 4 h después de la retirada del alimento (SSTR2 +/+:
73.314.05%, n=8; SSTR2-/-: 68.9+3.2%, n= 8; P>0.05; Fig. IV.2.5). Durante la hora de
acceso al alimento, la cantidad de comida ingerida fue similar en ambos grupos (SSTR2
+/+: 0.60+0.07 g; SSTR2 -/-: 0.72+0.08 g, P>0.05).
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2.2.4 - pHintragéstrico en ratones SSTR2 +/+ y SSTR2 -/-

En animales conscientes, ayunados durante 18-20 h, el pH intragastrico fue
similar en ambos grupos (SSTR2 -/-: 3.38+0.12; SSTR2 +/+: 3.50+0.11; n=10 por grupo;
P>0.05). Sin embargo, en ratones SSTR2 -/- anestesiados durante 1 h con uretano los
valores de pH intragastrico (3.92+0.08, n=10) fueron significativamente mas bajos que
los de animales SSTR2 +/+ (6.80+0.03, n=10; P<0.05) en las mismas condiciones
experimentales.

En animales conscientes ayunados durante 18-20 h y realimentados durante 1 h
con una comida sélida nutritiva estandar, los valores de pH intragastrico, 1 h tras la
retirada del alimento, fueron similares en ambos grupos (SSTR2 +/+; 4.63+0.12, n=9;
SSTR2 -/-: 4.84+0.25, n=10; P>0.05). Estos valores de pH correspondieron a un
contenido de &cido similar (SSTR2 +/+: 8.63+1.13 pmoles; SSTR2 -/-: 9.78+1.04
pmoles; P>0.05).

2.2.5- Secrecion acida gastrica basal y respuesta a secretagogos en ratones
SSTR2 +/+y SSTR2 -/- anestesiados con uretano

En animales anestesiados con uretano, la tasa de secrecion acida gastrica basal
fue estable durante un periodo experimental de hasta 2 h y, aproximadamente, de 12 a

15 veces superior en ratones SSTR2 -/- (1.331£0.14 ymoles/10 min, n=5) que en ratones
SSTR2 +/+ (0.09+0.01 pmoles/10 min, n=5; P<0.05; Fig. IV.2.6).
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Figura IV.2.6. Secrecion acida gastrica basal en animales SSTR2 +/+ (o) y SSTR2 -
/- (e) anestesiados con uretano. La secrecion acida gastrica basal se determind a
intervalos de 10 min durante un periodo de 2 h. A: Secrecion acida gastrica basal en
funcion del tiempo. Nétese que el eje de ordenadas esta representado en escala
logaritmica, mostrando la diferencia de, aproximadamente, un orden de 10 en la tasa
de secrecién basal entre los dos grupos de animales. B: Secrecién acida acumulada
durante el mismo periodo de tiempo. Los datos representan la mediaztSEM de 5
animales por grupo. *: P<0.001 vs secrecién basal en animales SSTR2 +/+.
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En animales SSTR2 +/+, la infusidon de pentagastrina (16 ug/kg/h) aumenté la
secrecion 4acida gastrica basal alcanzando valores aproximadamente 3 veces
superiores a los basales a los 30 min del comienzo de la misma (0.22+0.01 pymoles/10
min; P<0.05 vs basal: 0.08+0.01umoles/10 min, n=5; Fig. IV.2.7). Estos valores se
mantuvieron relativamente estables a lo largo de todo el periodo de infusiéon. Una
respuesta similar se observé en los animales SSTR2 -/- en los cuales la tasa de
secrecion acida durante la infusion de pentagastrina alcanzé valores aproximadamente
3 veces superiores a los basales (3.09+0.17 pmoles/10 min; P<0.05 vs basal: 0.90+0.07
pmoles/10 min, n=4; Fig. IV.2.7). La respuesta secretora neta a la pentagastrina en
animales SSTR2 -/- (22.08+8.49 umoles/120 min) fue aproximadamente 14 veces
superior a la observada en animales SSTR2 +/+ (1.481£0.26 umoles/120 min; P<0.05;
Fig. IV.2.7).
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comienzo de la misma, durante este periodo la secrecion alcanzé valores (1.11+£0.27
pmol/10 min) aproximadamente 11 veces superiores a los observados durante el
periodo basal (0.09+0.01 ymol/10 min, n=4; Fig. IV.2.8). En animales SSTR2 -/-, la
administracion de histamina indujo una respuesta secretora similar, sin embargo en
este caso la histamina s6lo aumentd la secrecion alrededor de 2 veces sobre los
valores basales (2.65+0.10 ymoles/10 min; P<0.05 vs basal: 1.42+0.06 pmoles/10 min;
n=3; Fig. IV.2.8). La respuesta secretora neta a la histamina fue similar en ambos
grupos de animales (SSTR2 +/+: 11.08+2.20 pmoles/120 min; P>0.05 vs SSTR2 -/-:

La infusion de histamina (5 mg/kg/h) en animales SSTR2 +/+ estimulé la
secrecion acida gastrica basal alcanzandose una fase en meseta a los 30 min del

13.46£0.11 ymoles/120 min; Fig. IV.2.8).
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Figura 1V.2.8. Efecto de la
histamina sobre la secrecion
basal en animales SSTR2 +/+
(A) y SSTR2 -/- (B). Tras 30
min de periodo basal, se inicié
una infusién intravenosa de
vehiculo (0.1 ml/h, 2 h) o de
histamina (5 mg/kg/h, 2h). La
secrecion acida gastrica se
determiné a intervalos de 10
min a lo largo de todo el
experimento. A: Cambios en la
secrecion 4cida gastrica en
funcion del tiempo en animales
SSTR2 +/+. B: Cambios en la
secrecion acida gastrica en
funcion del tiempo en animales
SSTR2 -/-. C: Respuesta
secretora neta durante el
tiempo de infusion de vehiculo
o de histamina. Los datos
representan la mediatSEM de
3-5 animales por grupo. *:
P<0.05 vs respectiva basal.
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2.2.6 - Efectos de la inmunoneutralizacién de la gastrina y la somatostatina
sobre la secrecion basal

En animales SSTR2 +/+, el anticuerpo monoclonal anti-somatostatina (CURE S.6,
150 pg/ratén, iv) incrementd la secrecion acida gastrica basal alcanzandose una fase
de meseta a los 30 min de su administraciéon. Esta fase fue estable durante los 90 min
siguientes y se correspondié con un incremento de un 400% sobre los niveles basales
de secrecion (0.30+£0.04 umol/10 min; P<0.05 vs basal: 0.08+0.01 pmol/10 min; n=4;
Fig. IV.2.9). Por el contrario, la inmunoneutralizacién de la somatostatina (CURE S.6,
150 pg/ratén) en animales SSTR2 -/- no modificé la elevada tasa de secrecién basal
(basal: 17.61+1.34 ymol/2 h; anti-somatostatina: 17.51+3.36 umol/2 h; Fig. 1V.2.9).
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En un experimento se comprobé la capacidad del anticuerpo anti-somatostatina
para inmunoneutralizar las acciones de la somatostatina administrada exégenamente.
En animales SSTR2 +/+, se administré anticuerpo anti-somatostatina (CURE S.6, 150
Mg/raton) y a los 30 min se inicié una infusién de somatostatina-14 (20 ug/kg/h, por 1 h).
En estas condiciones, la somatostatina-14 no modificd el incremento en la secrecion
acida inducido por el anticuerpo (2.29+0.08 ymol/60 min, n=3) cuando se comparoé con
la tasa de secrecién en animales tratados con vehiculo de la somatostatina-14
(2.04+0.16 ymol/60 min, n=5; P> 0.05; Fig. IV.2.10).
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La inmunoneutralizacion de la gastrina endégena con el anticuerpo monoclonal
anti-gastrina (CURE n° 05109.1, 150 pg/raton, iv) disminuy6é la elevada tasa de
secrecion acida gastrica basal observada en animales SSTR2 -/- anestesiados con
uretano. La secrecion se redujo de forma progresiva, en funcién del tiempo, de forma
que a los 80 min post-administracion se alcanzaron valores de secrecion similares a los
observados en animales SSTR2 +/+ (0.10£0.01 pumol/10 min; P>0.05 vs SSTR2 +/+:
0.09+0.02 umol/10 min, n=4; Fig. 1V.2.11). La inmunoneutralizaciéon de la gastrina en
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animales SSTR2 +/+ no modificé la secrecion basal (0.84+0.01 ymol/2 h; P>0.05 vs
basal: 0.78+0.02 ymol/2 h, n=4; Fig. IV.2.11).

El anticuerpo control (anti-KLH, 150 ug/raton, iv) en ningun caso modifico la
secrecion basal (SSTR2 -/-: 17.51+£3.36 pmol/2 h, P>0.05 vs basal: 15.51+1.84 umol/2
h, n=4; SSTR2 +/+: 0.86+0.02 ymol/2 h, P>0.05 vs basal: 0.91+0.06 umol/2 h, n=4;
Figs. IV.29y IV.2.11).

. A O Anti-KLH (150 pgraton, iv), SSTR2 +/+
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2.2.7 - Efecto del bloqueo de los receptores H2 y del bloqueo colinérgico sobre la
secrecion basal en animales SSTR2 +/+ y SSTR2 -/- y sobre la secrecién
estimulada en animales SSTR2 +/+

En animales SSTR2 -/- anestesiados con uretano el bloqueo de los receptores H2
con cimetidina (30 mg/kg, iv) disminuyd en un 82% la secrecién acida gastrica basal
(cimetidina: 2.40+£0.12 ymoles/120 min; P<0.05 vs basal: 13.62+1.45 pmoles/120 min;
n=4; Fig. IV.2.12), sin afectar la secrecion en animales SSTR2 +/+ (0.39+0.04
pmoles/120 min; P>0.05 vs basal: 0.41+0.04 ymoles/120 min, n=4; Fig. IV.2.12).
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O 0-60 min post-tratamiento

= O Vehiculo (0.1 ml, iv) S 081 ! .
€ 02 - ) E %] W 60-120 min post-tratamiento
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Figura 1V.2.12. Efecto de la cimetidina sobre la secreciéon acida gastrica basal en
animales SSTR2 +/+ y SSTR2 -/-. Tras 60 min de periodo basal se administré
cimetidina (30 mg/kg) o vehiculo (0.1 ml) en forma de bolus intravenoso. La secrecion
acida se registro a intervalos de 10 min durante las 2 h siguientes. Los graficos de la
izquierda representan cambios en la secrecion acida en funcién del tiempo y los de la
derecha los valores acumulados de secrecion (Umol/60 min) durante el periodo basal
y tras el tratamiento correspondiente. Los datos representan la mediatSEM de 4
animales por grupo. *: P<0.05 vs basal. # P< 0.05 vs vehiculo [SSTR2 +/+:
F(5,18)=0.949, P=0.479; SSTR2 -/-: F(5,18) =25.193, P<0.001].
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En animales SSTR2 -/- el bloqueo colinérgico con atropina (2 mg/kg, sc) no
modifico la elevada secrecion acida gastrica basal observada durante la anestesia con
uretano (atropina: 8.25+1.93 pmol/60 min; vehiculo: 9.17+1.53 pmol/60 min; basal:
8.12+1.41 ymol/60 min, n=4 para cada grupo; P>0.05; Fig. IV.2.13). De la misma forma,
no se observaron cambios en la secrecion acida basal tras la administraciéon de atropina
en animales SSTR2 +/+ (atropina: 0.45+0.04 umol/60 min; vehiculo: 0.53+£0.03 umol/60
min; basal: 0.47+0.03 umol/60 min, n =4 para cada grupo; P>0.05; Fig. IV.2.13).

SSTR2 +/+ O Basal

O Vehiculo (0.1 m, s.c.) O 0-60 min post-tratamiento
® Atropina (2 mgkg, s.c.) : 1 B 60-120 min post-tratamiento

’ Il

40 -20 0 20 40 60 80 100 120 Vehiculo Atropina
Tiempo (min) (0.1ml,s.c) (2mgkg, s.c.)

o
N
N
IS¢
®

o
~

o
o

Secrecion acida (umoles/10 min)
o
Secrecion acida (umoles/ 60 min)

SSTR2 -/- O Basal

O Vehiculo (0.1 ml, s.c)
® Atropina (2 mgkg, s.c.)

V

B (0-60 min post-tratamiento
O 60-120 min post-tratamiento

N
-
N

"

[oe]
N

IS
X

o

Secrecion acida (umoles/10 min)
Secrecion acida (umoles/ 60 min)

40 20 0 20 40 60 80 100 120 Vehiculo Atropina
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Figura 1V.2.13. Efecto de la atropina sobre la secrecion acida gastrica basal en
animales SSTR2+/+ y SSTR2 -/-. Tras 60 min de periodo basal se administré atropina
(2 mg/kg, s.c.) o vehiculo (0.1 ml, s.c.). La secrecioén acida se registré a intervalos de
10 min durante las 2 h siguientes. Los graficos de la izquierda representan cambios
en la secrecion acida en funcion del tiempo y los de la derecha los valores
acumulados de secrecion (Umol/60 min) durante el periodo basal y tras el tratamiento
correspondiente. Los datos representan la mediatSEM de 4 animales por grupo
[SSTR2 +/+: F(5,18)=0.474, P=0.790; SSTR2 -/-: F(5,18)=0.089, P=0.993].
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En un experimento se determinaron los efectos del bloqueo colinérgico con
atropina sobre la secrecion acida estimulada con pentagastrina en animales SSTR2
+/+. La infusién de pentagastrina estimuld la secrecién acida gastrica basal alcanzando
una fase de meseta a los 30 min del comienzo de la misma, que correspondié con un
incremento de aproximadamente un 140% sobre los valores basales de secrecion
(0.17£0.01 pmoles/10 min, P<0.05 vs basal: 0.071+£0.01 pmoles/10 min). En estas
condiciones, la administracion de atropina (2 mg/kg, s.c.) no afectd la respuesta
secretora a la pentagastrina cuando se comparé con la observada en animales tratados

con vehiculo (pentagastrina + vehiculo: 1.07+0.06 pmoles/60 min, n=4; P>0.05 vs

pentagastrina + atropina: 1.00+£0.01 ymoles/60 min, n=4 para cada grupo, Fig. IV.2.14).
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Figura IV.2.14. Efecto de la atropina sobre la secrecién acida gastrica estimulada por
pentagastrina en animales SSTR2 +/+ anestesiados con uretano. Tras 30 min de
periodo basal la secrecidn acida gastrica se estimuldé con pentagastrina, a los 30 min
del comienzo de la infusiéon se administré atropina. La secreciéon acida gastrica se
registré a intervalos de 10 min a lo largo de todo el experimento. A: Cambios en la
secrecion acida gastrica en funcion del tiempo. B) Secrecidon acida acumulada
durante un periodo de 60 min tras la administracion de la atropina o el vehiculo. Los
datos representan la mediatSEM de 4 animales por grupo. * P< 0.05 vs secrecion

basal [F(5,18)=24.327, P<0.001].

2.2.8 - Efectos de la somatostatina-14 sobre

la secrecién acida gastrica

estimulada por secretagogos en animales SSTR2 +/+ o la secreciéon basal

en animales SSTR2 -/-

En animales SSTR2 +/+, debido a la baja tasa de secrecion acida gastrica basal,
los efectos de la somatostatina se valoraron cuando la secrecion se estimuld con los
secretagogos pentagastrina o histamina. La infusion de pentagastrina (16 pg/kg/h)
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estimuld la secrecion acida gastrica basal, alcanzando una fase en meseta a los 30 min
del inicio de la infusién (1.25£0.05 pmol/60 min, n=9). Estos valores representaron un
aumento en la secrecion de aproximadamente 2.5 veces con respecto a los valores
basales (0.49+0.07 umol/60 min; P< 0.05). La infusion de somatostatina-14 (20 ug/kg/h,
por 1 h) inhibié la respuesta secretora a pentagastrina en un 47.2+8.9 % (0.67+0.12
pmol/60 min, n=7; P<0.05 vs pentagastrina + vehiculo: 1.25+0.04 pmol/60 min, n=5;
Fig. IV.2.15).

O Vehiculo (0.1 mi/h, iv)

A B Somatostatina-14 (20 ug/kg/h, iv) B 3 Basal
-—> O Pentagastrina

_ Pentagastrina (16 ug/kgh, iv) -~ M Vehiculo / Somatostatina-14
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Tiempo (min) (0.1 ml/h, iv) (20 pglkg/h, iv)

Figura IV.2.15. Efectos de somatostatina-14 sobre la secrecién acida gastrica
estimulada con pentagastrina en ratones SSTR2 +/+. En animales anestesiados con
uretano, tras 30 min de periodo basal, la secrecion acida gastrica se estimuld con
pentagastrina. A los 30 min del comienzo de la infusion de pentagastrina se inicié una
infusion de 1 h de somatostatina-14. La secrecién acida gastrica se registré a
intervalos de 10 min a lo largo de todo el experimento. A: Cambios en la secrecion
acida gastrica en funcion del tiempo. B: Secrecion acida gastrica acumulada durante
los 60 min de infusion de somatostatina-14 o de vehiculo. Los datos representan la
mediatSEM de 5-7 animales por grupo. *: P<0.05 vs respectiva basal; #: P< 0.05 vs
pentagastrina [F(5,30)=6.891, P<0.001].

La infusion de histamina (5 mg/kg/h) en animales SSTR2 +/+ resultd, a los 40 min
del inicio de la misma, en una tasa de secrecién de aproximadamente 12 veces los
valores basales (1.56£0.13 ymol/10 min; P<0.05 vs secrecién basal: 0.13+0.02 ymol/10
min). La infusion de somatostatina-14 (20 pg/kg/h) inhibié la respuesta secretora a
histamina en un 41.0£12.7% (5.50£1.18 pmol/60 min; P=0.074 vs vehiculo: 9.35+1.81
pMmol/60 min; n=4 para cada grupo; Fig. IV.2.16).
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A diferencia de lo observado en animales SSTR2 +/+, la somatostatina-14 (20
pag/kg/h, 1 h) no modificéd la elevada secrecion basal observada en ratones SSTR2 -/-
anestesiados con uretano (10.71£1.31 pymol/60 min; P>0.05 vs basal:10.18+£1.65
pmol/60 min, n=4, P>0.05, Fig. IV.2.17).
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Figura IV.2.16. Efectos de somatostatina-14 sobre la secrecion &cida géstrica
estimulada con histamina en ratones SSTR2 +/+. Se siguieron los mismos protocolos
a los expuestos en la figura 1V.2.15, pero en este caso la secrecion acida se estimulé
con histamina (5 mg/kg/h). La grafica de la izquierda representa los cambios en la
secrecion acida gastrica en funcion del tiempo y la de la derecha valores acumulados
de secrecion durante la hora de infusion de somatostatina-14 o vehiculo. Los datos
representan la mediatSEM de 4 animales por grupo *: P< 0.05 vs secrecioén acida no
estimulada [F(2,8)=9.409, P=0.008].

2.2.9 - Efecto de los anédlogos de la somatostatina sobre la secrecion acida
géastrica en ratones SSTR2 +/+y SSTR2 -/-

En animales SSTR2 +/+, la administracion de pentagastrina (16 ug/kg/h) estimuld
la secrecion acida gastrica basal alcanzando un valor de 0.26+0.03 uymol/10 min a los
30 min del inicio de la infusion (P<0.05 vs basal: 0.09+0.02 pmol/10 min). La
administracion de somatostatina-14 en forma de dosis acumuladas crecientes (1, 5, 10,
15 vy 20 pg/kg), con un intervalo de 30 min entre dosis, inhibi6 de forma dosis
dependiente la respuesta secretora a la pentagastrina, de forma que a la dosis de 15
pg/kg la secrecidon se redujo hasta valores similares a los observados en el periodo
basal (0.30+0.03 ymoles/30 min; P>0.05 vs basal: 0.27+0.02 ymoles/30 min, n=4; Figs.
IV.2.18 y IV.2.20).
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Figura IV.2.17. Efectos de somatostatina-14 sobre la secrecion acida gastrica basal
en ratones SSTR2 -/- anestesiados con uretano. Tras un periodo basal de 1 h, se
perfundié somatostatina-14 (20 pg/kg/h, durante 1 h). La secrecion acida gastrica se
registré a intervalos de 10 min a lo largo de todo el experimento. A: Cambios en la
secrecion acida gastrica en funcion del tiempo. B: Secrecion acida acumulada
(umol/60 min) durante el periodo basal o el tiempo de infusiéon de somatostatina-14 o
vehiculo. Los datos representan la mediatSEM de 4 animales por grupo.
[F(3,20)=1.285, P=0.307].
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Figura IV.2.18. Efecto de la somatostatina-14 y sus analogos SMS 201-995 y DC 32-
87 sobre la secrecidn acida en ratones SSTR2 +/+: Curva dosis-respuesta
acumulada. Tras 30 min de periodo basal, se infundié pentagastrina (16 pg/kg/h, iv). A
los 30 min del inicio de la infusién, se administr6 somatostatina-14, SMS 201-995 o
DC 32-87 en dosis acumuladas (1, 5, 10, 15y 20 ug/kg, iv) con un intervalo de 30 min
entre dosis. La secrecion acida gastrica se determind a lo largo de todo el

experimento a intervalos de 10 min. Los datos representan la mediatSEM de 4
animales por grupo.
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Tabla 1V.2.3. Potencia relativa de la somatostatina-14 y sus analogos, SMS
201-995 y DC 32-87, inhibiendo la secrecion acida estimulada con
pentagastrina en ratones SSTR2 +/+.

_ DEso (ug/kg)®
Tratamiento r°
(intervalo de confianza, 95%)
Somatostatina-14 5.98 (4.94-7.02) 0.908
SMS 201-995 0.93 (0.20-2.23) 0.889
DC 32-87 3.63 (2.47-4.79) 0.833

®Los valores de la DEs, se calcularon a partir de un ajuste por regresién no
lineal de las curvas dosis-respuesta acumuladas para cada uno de los

péptidos (0—20 ug/kg) (véanse las Figs. 1V.2.18 y IV.2.21).

Respuestas inhibitorias similares se observaron cuando se administraron los
analogos de la somatostatina, SMS 201-995 y DC 32-87. Para el SMS-201-995, la
respuesta secretora se inhibio hasta valores semejantes a los basales a la dosis de 10
Ma/kg (0.27+0.03 pmoles/30 min; P>0.05 vs basal: 0.28+0.04 ymoles/30 min, n=4; Figs.
IV.2.19 y IV.2.21). Para el compuesto DC 32-87 el retorno a los niveles basales de
(0.28+£0.03 pmoles/30 min; P>0.05 vs
basal: 0.27+0.02 ymoles /30 min, n=4; Figs. 1V.2.18 y 1V.2.20). En funci6n de la DEs el
orden de potencia de estos péptidos para inhibir la secrecion estimulada con

secrecion se alcanzé a la dosis de 15 pg/kg

pentagastrina fue: SMS 201-995>DC 32-87>Somatostatina-14 (Tabla 1V.2.3).

Pentagastrina (16 ug/kg/h, iv)

O Vehiculo ® SMS 201-995
B Somatostatina-14 O DC 32-87

o o
[N w
N

Secrecion acida (umoles/10 min)
o

-20 0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (min)

Figura IV.2.19. Efecto de
somatostatina-14 y sus
analogos, SMS 201-995 y DC
32-87, sobre la secrecion
acida gastrica estimulada por
pentagastrina en ratones
SSTR2 +/+. A los 30 min del
inicio de la infusion de
pentagastrina, se inicié una
infusion de somatostatina-14
(20 pg/kg/h), SMS 201-995
(20 pg/kg/h), DC 32-87 (20
pg/kg/h) o vehiculo (0.1 ml/h).
Los datos representan la
mediatSEM de 4-5 animales
por grupo.
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Respuestas inhibitorias similares, tanto para la somatostatina-14 como para el
SMS 201-995 y el compuesto DC 32-87, se observaron cuando los péptidos se
administraron en forma de infusion intravenosa continua (1 h). La somatostatina-14 (20
p/kg/h) inhibié la respuesta secretora a pentagastrina un 47.1£6.1% (0.67+0.12
pmoles/60 min; n=7 P<0.05 vs vehiculo: 1.25+£0.12 pmoles/60 min, n=8). A los 20 min
de finalizar la infusiéon de somatostatina-14, los valores de secrecion aumentaron hasta
valores cercanos a los observados en los animales tratados con vehiculo (0.23+0.21
pmol/10 min; P>0.05 vs somatostatina-14: 0.22+0.36 ymoles/10 min; Fig. IV.2.19). De la
misma forma, la infusién de DC 32-87 (20 ug/kg/h) inhibié la respuesta secretora a
pentagastrina en un 47.2+7.9% (0.67+0.07 pmoles/60 min, n=6; P<0.05 vs vehiculo;
Fig. 1V.2.19); mientras que el SMS 201-995 (20 pg/kg/h) la inhibid en un 48.3+2.1%
(0.64+0.02 ymoles/60 min, n=5; P<0.05 vs vehiculo; Fig. IV.2.19).

Ninguno de los analogos de la somatostatina con afinidad selectiva por los
receptores SSTR1 (L-797-591), SSTR3 (BIM-23056), SSTR4 (L-803-087) o SSTR5
(BIM-23052), infundidos por via intravenosa a dosis de 20, 100 y 200 pg/kg/h (n=3-5
para cada dosis y compuesto), modificé la respuesta secretora a pentagastrina en
animales SSTR2 +/+ (Fig. IV.2.20).

SST-14
SMS 201-995 (SSTR2/3/5)
L-797-591 (SSTR1)

DC 32-87 (SSTR2)
BIM-23056 (SSTR3)
L-803-087 (SSTR4)
BIM-23052 (SSTR5)

100 - ——————————————————

o ®
S S
obmbpJg @O

Secrecioén acida (%)
S

20

04— T T T l::l T

01 5 10 15 20 100 200

Dosis (ug/kg, iv)

Figura 1V.2.20. Efecto de la somatostatina-14 y de sus analogos sobre la secrecion
acida estimulada por pentagastrina en animales SSTR2 +/+. La figura representa los
cambios (%) en la secreciéon acida gastrica en funciéon de la respuesta secretora
maxima a la pentagastrina (100%). Nétese que las curvas para somatostatina-14,
SMS 201-995 y DC 32-87 se obtuvieron a partir de curvas dosis respuesta
acumuladas (véase la Fig. 1V.2.19), mientras que las correspondientes al resto de
analogos se obtuvieron mediante la infusiéon continua de los diferentes compuestos
por 1 h.
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Experimentos similares en animales SSTR2 -/- anestesiados con uretano
mostraron que ni la somatostatina-14 (dosis acumuladas de 1, 5, 10, 15 o0 20 pg/kg o
infusién continua de 20 pg/kg/h) ni ninguno de los analogos con selectividad especifica
por los diferentes receptores (administrados en dosis acumuladas de 1-20 ug/kg o
como una infusion de 20, 100 o 200 pg/kg) modifico la elevada tasa de secrecion acida
gastrica basal caracteristica de estos animales (Fig. IV.2.21).

140 - O Somatostatina-14
® SMS 201-995 (SSTR2/3/5)
120 Vv L-797-591 (SSTR1)
A DC 32-87 (SSTR2)
100 4 B BIM-23056 (SSTR3)
g A |-803-087 (SSTR4)
S 80 O BIM-23052 (SSTR5)
®
5
5 60 1
g
5
@ 40
20 1
0+ T T T — T
BO1 5 10 15 20 100 200

Dosis (ug/kg, iv)

Figura I1V.2.21. Efecto de la somatostatina-14 y de sus analogos sobre la secrecion
acida basal en animales SSTR2 -/- anestesiados con uretano. La figura representa los
cambios (%) en la secreciéon acida gastrica con respecto a la secrecion basal (B),
tomada como 100%. Notese que las curvas para somatostatina-14, SMS 201-995 y
DC 32-87 se obtuvieron a partir de curvas dosis respuesta acumuladas (siguiendo los
protocolos descritos para los experimentos en animales SSTR2 +/+), mientras que las
correspondientes al resto de analogos se obtuvieron mediante la infusién continua de
los mismos durante 1 h.

2.2.10 - Efecto del antagonista selectivo de los receptores SSTR2, PRL-2903,
sobre la secrecion acida basal y las acciones de la somatostatina

En animales SSTR2 +/+ anestesiados con uretano, el compuesto PRL-2903,
administrado en forma de bolus (1.5 mg/kg, 0.1 ml, iv) produjo una estimulacion
transitoria de la secrecion acida; alcanzandose una respuesta secretora maxima a los
30 min tras la administracion [1.30£0.02 pmoles/10 min; P<0.05 vs basal:0.091£0.02;
n=8; F(2,17)=26.978, P<0.001] y volviéndose a valores similares a los basales a los 80
min (0.27+0.07 pmoles/10 min; P>0.05 vs basal; Fig. IV.2.22).
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Figura 1V.2.22. Efectos del antagonista SSTR2, PRL-2903, sobre la secrecion acida
gastrica basal en ratones SSTR2 +/+. Tras 30 min de periodo basal los animales
recibieron un bolus de PRL-2903 (1.5 mg/kg, 0.1 ml), un bolus de PRL-2903 (1.5
mg/kg, 0.1 ml) seguido de una infusién continda (1.5 mg/kg/h) durante 2 h o vehiculo
(bolus de 0.1 ml + 2 h de infusién). A: Cambios en la secrecién acida basal en funcion
del tiempo. B: Secrecidon acida acumulada (pmoles/60 min) para los diferentes
tratamientos. Los datos representan la mediatSEM de 5-8 animales por grupo.
*:P<0.05 vs basal o vehiculo [F(8.42)=12.389, P<0.001].

Cuando el PRL-2903 se administr6 como un bolus (1.5 mg/kg, 0.1 ml, iv) seguido
de una infusién continua (1.5 mg/kg/h, 2 h) la secrecion aumenté alcanzando una fase
de meseta a los 20-30 min tras el inicio de la infusion. A partir de este punto la
secrecion permanecio estable durante los 90 min siguientes, alcanzando un valor medio
de 1.0410.05 ymoles/10 min (n=5; P<0.05 vs basal: 0.09+0.01 ymoles/10 min; P<0.05
Vs secrecion en animales tratados con vehiculo: 0.15+£0.01 ymoles/10 min, n=4; Fig.
IV.2.22). La respuesta secretora con el antagonista PRL-2903 fue 3 veces superior a la
observada con el anticuerpo anti-somatostatina CURE S.6 (PRL-2903: 5.69+1.39
pmoles/60 min, n=5; P<0.05 vs anti-somatostatina:1.82+0.14 umoles/60 min, n=4;
F(5,21)=9.416, P=0.005; véase el apartado 2.2.6). Por el contrario, en animales SSTR2
-/-, el compuesto PRL-2903, administrado segun el mismo protocolo (bolus + perfusion
de 2 h) no modificé la secrecion basal. Los valores acumulados de secrecién durante 60
min de infusion de PRL-2903, fueron similares a los observados durante el periodo
basal o durante la infusion de vehiculo (PRL-2903: 13.59+1.57 ymoles/1 h, n=4; P>0.05
vs basal: 12.87+2.30 ymoles/1 h o vehiculo: 12.00+5.67 pmoles/1 h, n=4; Fig. IV.2.23).
En animales SSTR2 +/+ en los que la secrecion basal se estimulé con PRL-2903, la
infusion simultanea de somatostatina-14 (20 pg/kg/h, 1 h) no modificd la respuesta
secretora al antagonista. Los valores de secrecion observados indican que la accion
inhibitoria de la somatostatina-14 fue bloqueada completamente por el antagonista
(PRL-2903 + somatostatina: 5.45+0.48 pmoles/60min, n=4; P>0.05 vs PRL-2903 +
vehiculo: 6.19+1.17 pmoles/60 min, n=3; F(3,10)=31.999, P=0.364; Figura 1V.2.24).
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Figura IV.2.23. Efectos del antagonista selectivo de los receptores SSTR2, PRL-
2903, sobre la secrecion acida gastrica basal en ratones SSTR2 -/-. Tras 30 min de
periodo basal, los animales recibieron PRL-2903 en forma de bolus (1.5 mg/kg, 0.1
ml) seguido de una infusiéon continua (1.5 mg/kg/h) durante 2 h, o vehiculo. A:
Cambios en la secrecion acida basal en funcion del tiempo. B: Secrecion acida
acumulada (pmoles/60 min) para los diferentes tratamientos. Los datos representan la
mediatSEM de 4 animales por grupo.
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Figura 1V.2.24. Efectos de la somatostatina sobre la secrecidén acida gastrica tras el
bloqueo de los receptores SSTR2 con el antagonista selectivo PRL-2903. Tras 30 min
de periodo basal, se administr6 PRL-2903 (bolus de 1.5 mg/kg, seguido de una
infusion continua de 1.5 mg/kg/h por 2 h). A los 10 min del comienzo de la infusién de
PRL-2903, se inicié una infusiéon de somatostatina-14 (20 pg/kg/h, iv) o vehiculo (0.1
ml) durante 1 hora. La secrecion acida gastrica se determind a intervalos de 10 min.
A: Cambios en la secrecién acida en funcion del tiempo. B: Valores acumulados de
secrecion acida (umol/h) durante el periodo de infusidon de somatostatina o vehiculo.
Los datos representan la mediatSEM de 3-4 animales por grupo. *: P<0.05 vs basal
[F(3,10) = 31.999; P<0.01].
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2.3 - Discusioén

Los estudios funcionales realizados combinando el empleo de un modelo animal
manipulado genéticamente, en el que se ha eliminado el receptor SSTR2, técnicas de
inmunoneutralizacién in vivo, y una aproximacion farmacoldgica, basada en el empleo
de agonistas de los diferentes subtipos de receptores y un antagonista selectivo de los
receptores SSTR2, demuestran la importancia del receptor SSTR2 mediando las
acciones inhibitorias de la somatostatina sobre la secrecidn acida gastrica en el ratén.

El pH y el contenido intragastrico de acido fueron similares en animales de tipo
salvaje (SSTR2 +/+) y en animales SSTR2 -/-, tanto en ayunas como en estado
postprandial. Esto sugiere que en animales SSTR2 -/- se podrian presentar
mecanismos compensatorios que suplen la falta del receptor SSTR2 o bien, que este
receptor no es necesario para el mantenimiento y regulacion normal de la secrecion
acida gastrica. Sin embargo, cuando los animales se anestesiaron con uretano, el pH
intragastrico de los ratones SSTR2 +/+ aumenté hasta valores cercanos a la
neutralidad, mientras que en los animales SSTR2 -/- se mantuvo igual al de los
animales conscientes. Estos cambios de pH se correlacionan con una tasa de secrecién
basal entre 11 y 15 veces superior en los ratones SSTR2 -/- con respecto a los SSTR2
+/+, confirmando observaciones previas realizadas en estos animales (Martinez et al.,
1998). El aumento en el pH intragastrico y la secrecion basal en animales SSTR2 +/+
puede asociarse a los efectos del uretano. En la rata, el uretano aumenta la sintesis y
liberacion de somatostatina (Yang et al., 1990), lo que lleva, en esas condiciones, a una
tasa de secrecion basal muy reducida con respecto a animales conscientes (Martinez et
al., 1995). Los resultados obtenidos, aunque no se han valorado los niveles de
somatostatina, estan de acuerdo con un efecto similar del uretano en el ratén. Por lo
tanto, el uretano se puede considerar como un anestésico de utilidad para estudiar la
importancia de la somatostatina en los mecanismos de control de la funcién gastrica.
Las acciones de otros anestésicos sobre la sintesis y liberacion de somatostatina no se
han estudiado; sin embargo, la variabilidad en la secrecién acida basal que se observa
en animales anestesiados con otros agentes (como el pentobarbital) puede sugerir que
su accion sobre esta hormona no es tan importante como en el caso del uretano. La
elevada tasa de secrecion basal observada en los animales SSTR2 -/- anestesiados
con uretano, con un pH intragastrico similar al de los animales conscientes, sugiere
que, en estos animales, la somatostatina liberada por el anestésico no esta ejerciendo
sus acciones inhibitorias, debido a la falta de receptores SSTR2. Estas observaciones
se confirman, ademas, por los efectos de la inmunoneutralizacion in vivo de la
somatostatina y por los de la manipulacion farmacolégica de los receptores SSTR2.

La inmunoneutralizacion de la somatostatina enddégena con el anticuerpo
monoclonal CURE S.6 incrementd hasta 4 veces la secrecion acida gastrica basal en
animales SSTR2 +/+ anestesiados con uretano. Esto sugiere que la baja tasa de
secrecion observada en estos animales es debida a la liberaciéon de somatostatina,
asociada probablemente, tal y como ya se ha comentado, al anestésico empleado
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(Yang et al., 1990, Martinez et al., 1995). Por el contrario, en los ratones SSTR2 -/-, la
inmunoneutralizacion de la somatostatina enddégena no modifico la elevada tasa de
secrecion basal. Resultados similares se obtuvieron mediante el bloqueo farmacologico
de los receptores SSTR2 con el antagonista selectivo de los mismos, PRL-2903, que
elevé 10 veces la tasa de secrecion basal en ratones SSTR2 +/+, sin modificarla en
animales SSTR2 -/-.

Estos resultados sugieren que, al igual que se ha observado en otras especies,
los receptores SSTR2 median las acciones de la somatostatina controlando la
secrecion acida. Sin embargo, en ratones SSTR2 -/- conscientes, el pH intragastrico,
tanto en ayunas como en estado postprandial, es similar al de animales de tipo salvaje.
Esto podria sugerir que otros tipos de receptores para somatostatina pueden participar
también en el control de la secrecion acida compensando la falta del receptor de tipo 2
y generando respuestas secretoras aparentemente normales. Estudios morfoldgicos
han detectado la presencia en el estdmago de los cinco subtipos de receptores de la
somatostatina (Bruno et al.,1993; Raulf et al., 1994), lo que apoyaria un control de la
secrecion a multiples niveles. Ademas, estudios funcionales empleando analogos de la
somatostatina con actividad selectiva para los receptores SSTR2, 3 y 5 muestran que la
activacion de los tres subtipos puede inducir respuestas de tipo inhibitorio en la
secrecion acida, aunque con diferentes potencias (Lloyd et al., 1995, 1997; Aurang et
al., 1997). Sin embargo, la implicacion de los receptores SSTR1 y 4 no ha sido
estudiada. Los resultados obtenidos muestran que, en el ratdon, la somatostatina media
sus acciones inhibitorias a través de la activacién de los receptores SSTR2, sin que
ningun otro subtipo parezca estar implicado. En primer lugar, se observo que la infusion
intravenosa de somatostatina y su analogo no selectivo, SMS 201-995 (agonista
SSTR2/3/5), inhibieron de manera dosis dependiente la secrecion acida gastrica
estimulada por pentagastrina en animales SSTR2 +/+. De forma similar al analogo de la
somatostatina, DC 32-87, con actividad agonista preferente sobre los receptores
SSTR2, inhibié también la secrecién acida. La potencia relativa de estos péptidos, en
funcion de la DEsg estimada, fue SMS 201-995>DC 32-87>somatostatina-14, lo que
concuerda parcialmente con la afinidad de los mismos por el receptor SSTR2 (K::
somatostatina-14, 0.2-1.3 nM; SMS 201-995, 0.4-2.1 nM; DC 32-87, 0.024 nM; Patel,
1999). Ademas, estos resultados coinciden también con estudios in vitro en mucosa
gastrica aislada de rata en los cuales el SMS 201-995 inhibié la secrecion acida
estimulada con pentagastrina con una potencia aproximadamente 3 veces superior a la
de la somatostatina-14, pero similar a la del agonista preferente de los receptores
SSTR2, BIM-23027 (Wyatt et al., 1996). Igualmente, los resultados obtenidos coinciden
con estudios funcionales previos in vivo en otras especies. Asi, en la rata, el compuesto
DC 32-87 inhibio la secrecion acida gastrica estimulada por pentagastrina con una
potencia similar a la de la somatostatina (Rossowski et al., 1994; Coy y Rossowski,
1995), mientras que en el perro el mismo analogo mostré una potencia superior a la del
péptido endogeno (Lloyd et al., 1997).
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Por otro lado, la administracion en forma de infusién intravenosa de agonistas
selectivos de los receptores SSTR1 (L-797-591), SSTR3 (BIM-23056), SSTR4 (L-803-
087) y SSTR5 (BIM-23052) no modificd la respuesta secretora a la pentagastrina a
dosis (200 pg/kg) 10 veces superiores a las necesarias para inhibir la secrecion
aproximadamente un 50% cuando se emplearon el agonista SSTR2, DC 32-87, o la
propia somatostatina-14. Estos resultados contrastan con observaciones previas en el
perro, especie en la cual el compuesto BIM-23058 (SSTR3) y el compuesto BIM-23052
(SSTR5) inhibieron la respuesta secretora a una comida un 70% y un 91%,
respectivamente; en las mismas condiciones, dosis 10 veces mas bajas de
somatostatina-14 inhibieron la secrecion un 74% (Lloyd et al., 1997). Sin embargo, los
resultados obtenidos coinciden con estudios en la rata en los que el compuestos DC 25-
20 (SSTR3) fue, al menos, 50 veces menos potente que la somatostatina inhibiendo la
secrecion acida gastrica, mientras que el compuesto DC 23-99 (SSTR5) carecio
totalmente de efecto inhibitorio (Rossowski et al., 1994; Coy y Rossowski, 1995). De la
misma forma, en la rata y en el perro, se ha demostrado que el compuesto DC 32-87
también inhibe la secrecién &acida gastrica estimulada por histamina y betanecol
(Aurang et al., 1997; Lloyd et al., 1997), aunque con menor efectividad que cuando la
secrecion se estimula con pentagastrina. En su conjunto, estas observaciones pueden
sugerir la existencia de cierta variabilidad de tipo especie-especifica en los receptores
implicados en el control de la secrecion.

Los resultados obtenidos con la somatostatina y sus analogos con actividad
agonista selectiva se correlacionan con las observaciones realizadas empleando el
antagonista selectivo de los receptores SSTR2, PRL-2903. Como ya se ha mencionado,
el bloqueo farmacoldgico de los receptores SSTR2 con PRL-2903 aumenté la secrecion
acida gastrica basal en animales de tipo salvaje, sin afectar la tasa de secrecion en
animales SSTR2 -/-. Cuando el PRL-2903 se administr6 como una dosis unica en forma
de bolus la respuesta secretora fue transitoria, con un pico maximo de estimulacion tras
el cual los niveles de secrecion volvieron rapidamente a valores basales, al igual que lo
observado previamente en la rata (Kawakubo et al., 1999), sugiriendo que las acciones
del antagonista son reversibles. Sin embargo, cuando el antagonista PRL-2903 se
administrdo en forma de bolus seguido de una infusién continua se alcanzé un valor
maximo de estimulacién que se mantuvo relativamente estable durante el periodo de
infusion, alcanzandose una respuesta secretora similar a la tasa de secrecion basal de
animales SSTR2 -/-, lo que indica un bloqueo completo de las acciones de la
somatostatina endégena sobre los receptores SSTR2. Estos efectos son similares a los
descritos para la inmunoneutralizacion de la somatostatina enddgena. Sin embargo, hay
que destacar que la respuesta secretora a la inmunoneutralizacién fue
aproximadamente 3 veces inferior a la obtenida con el bloqueo farmacolégico del
receptor SSTRZ2; lo que sugiere que la manipulacién farmacolégica es mas efectiva que
la inmunoneutralizacion eliminando los efectos in vivo de la somatostatina. Por otro
lado, ambos tratamientos fueron igualmente efectivos bloqueando los efectos
antisecretores de la somatostatina administrada exdégenamente. Estos resultados



Resultadosy Discusién - 92

coinciden con estudios funcionales en ratas conscientes en los cuales la administracion
intravenosa de PRL-2903 revirtio las acciones inhibitorias de la somatostatina sobre la
secrecion acida estimulada por pentagastrina (Rossowski et al., 1994).

Por lo tanto, puede concluirse que el receptor SSTR2 es el mediador de las
acciones inhibitorias de la somatostatina sobre la secrecién acida gastrica en el raton.
Estas observaciones farmacologicas se confirman con los resultados obtenidos en
animales SSTR2 -/-. En estos ratones, ni la infusibn de somatostatina ni la de sus
analogos SMS 201-995 o DC 32-87, a dosis efectivas inhibiendo la secrecion en
ratones de tipo salvaje, ni la del antagonista selectivo de los receptores SSTR2, PRL-
2903, modificé la secrecion acida gastrica. Ademas, la infusion de los agonistas
selectivos para los receptores SSTR1, 3, 4 o 5 carecio también de efecto, al igual que
se ha descrito anteriormente para los animales SSTR2 +/+, lo que indica que, en
ausencia de receptores SSTR2 funcionales, no hay cambios compensatorios asociados
a otros subtipos de receptores. De los resultados obtenidos, sin embargo, no puede
deducirse por qué variante (a o b) del receptor SSTR2 estan mediados los efectos de la
somatostatina. Ello se debe a que en los ratones SSTR2 -/- empleados se ha eliminado
el fragmento de DNAc que codifica para la forma larga del receptor (SSTR2a), que a su
vez contiene la forma corta del mismo (SSTR2b) y, por lo tanto, ninguna de las dos
variantes se expresa en estos animales (Patel et al., 1993; Zheng et al., 1997).

Estudios previos muestran que, a pesar de las diferencias en secreciéon basal
entre animales SSTR2 +/+ y -/- anestesiados con uretano, los niveles plasmaticos de
gastrina son similares en ambos grupos (Martinez et al., 1998), sugiriendo que las
diferencias en la tasa de secrecion no se deben a una hipergastrinemia asociada a
alteraciones en el feedback inhibitorio sobre células G dependiente de somatostatina
(Schubert et al., 1987; Vuyyuru et al., 1995). En animales SSTR2 -/- anestesiados con
uretano, la inmunoneutralizacion in vivo de la gastrina disminuyd la elevada tasa de
secrecion acida gastrica basal hasta valores similares a los observados en animales
SSTR2 +/+, sugiriendo que la elevada secrecion basal es totalmente gastrina-
dependiente. Otros mecanismos estimulantes de la secrecion, principalmente la
estimulacion colinérgica, no parecen estar implicados en los cambios observados. Asi,
el bloqueo colinérgico con atropina no modificé la elevada tasa de secrecidn acida basal
en animales SSTR2 -/-, indicando que ésta es totalmente independiente del input
colinérgico. Sin embargo, la administracion del antagonista H2, cimetidina, disminuyo la
tasa de secrecion acida basal en ratones SSTR2 -/- hasta valores similares a los del
tipo salvaje y con un patrén similar al observado mediante la inmunoneutralizacién de la
gastrina. Este resultado, junto a los efectos de la inmunoneutralizacion de la gastrina
endogena, sugiere que la alta tasa de secrecion basal de estos animales se debe a la
estimulacion directa de las células parietales dependiente de histamina liberada por la
accion de la gastrina sobre las células ECL.

La elevada tasa de secrecion basal de los animales SSTR2 -/- anestesiados con
uretano no representa, sin embargo, la capacidad secretora maxima del estémago, ya
que en estos animales se pueden observar respuestas estimulantes asociadas a los
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secretagogos pentagastrina o histamina. La respuesta secretora neta a la histamina fue
similar en animales SSTR2 -/- y SSTR2 +/+; mientras que, por el contrario, la
estimulacion con pentagastrina fue mucho mas efectiva en los animales SSTR2 -/- que
en los SSTR2 +/+. La respuesta a la pentagastrina en animales SSTR2 -/- fue similar a
la observada con histamina, lo que probablemente refleje una falta de accion de la
somatostatina enddgena liberada en respuesta a la presencia de gastrina (Schubert et
al.. 1987; Vuyyuru et al., 1995) y asociada a la falta del receptor SSTR2. Ademas, esta
diferencia entre los animales de tipo salvaje y los mutantes apoyaria un mecanismo de
accion de la somatostatina mediado, preferentemente, por una accién inhibitoria sobre
las células ECL, evitando la liberacion de histamina. Esta respuesta hipersecretora a la
gastrina o a la histamina exdgena no se observa, sin embargo, cuando se induce la
liberacion endégena de estos mediadores con una comida normal (Ohning et al., 1996,
1998; Martinez et al., 2002); tal y como se desprende de los cambios de pH y de
contenido gastrico de acido en animales en estado postprandial. Esto, una vez mas,
sugeriria que en condiciones fisiolégicas mecanismos alternativos a los dependientes
de somatostatina tienden a normalizar las respuestas secretoras gastricas en los
animales SSTR2 -/-.

Estudios en animales con modificaciones genéticas que afectan a los
mecanismos de control de la secrecion gastrica han demostrado que los cambios
funcionales en la secrecion se asocian, generalmente, a cambios morfolégicos en la
mucosa y en la abundancia relativa y caracteristicas de las células secretoras de la
misma (Samuelson y Hinkle, 2003). Los resultados obtenidos muestran que el
estbmago de los animales carentes del receptor SSTR2 presenta un desarrollo
completamente normal sin ningun tipo de alteracion macroscopica o microscopica de la
pared gastrica. Estas observaciones indican que el receptor SSTR2 no desempefa
funciones vitales en el desarrollo y mantenimiento de la mucosa gastrica o bien que
existen mecanismos compensatorios que reemplazan al receptor resultando en un
desarrollo morfolégico completamente normal. Los estudios inmunohistoquimicos
realizados muestran que la abundancia y distribucion de células con inmunoreactividad
de tipo gastrina (probablemente células G) es similar en ambos grupos de animales.
Esta observacion concuerda con que tanto los animales de tipo salvaje como los
carentes en el receptor SSTR2 tengan niveles plasmaticos de gastrina similares y las
respuestas secretoras a una comida normal sean también similares. EI nimero de
células con inmunoreactividad de tipo somatostatina (células D) fue similar entre ambos
grupos en el fundus aunque en la zona antral se observé un menor niumero de células
inmunoreactivas en los animales SSTR2 -/- que en los de tipo salvaje. Sin embargo,
esta diferencia no parece incidir en las respuestas secretoras en animales conscientes,
ya que ambos grupos muestran una tasa de secrecion acida similar en periodos
interdigestivos (ayunas) y una respuesta secretora a la ingestién de alimento también
similar. En condiciones de ayuno se observd un mayor numero de células con
inmunoreactividad de tipo somatostatina que en animales alimentados ad libitum. Esta
observacion puede relacionarse con la acumulacion de péptido en el interior celular
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durante los periodos interdigestivos y su liberacion (con la consiguiente pérdida de
inmunoreactividad) en los periodos postprandiales. Cambios similares en la
inmunoreactividad de tipo somatostatina se han descrito tras la infusién de gastrina
exdgena en el raton, que actuaria estimulando células D e induciendo la liberacién de
somatostatina y, por lo tanto, la pérdida de inmunoreactividad (Zavros et al., 2002c).

En ratones de tipo salvaje, la somatostatina inhibid la secrecion acida gastrica
estimulada por pentagastrina con mayor eficacia que cuando ésta se estimulé con
histamina. Teniendo en cuenta el mecanismo de accidon de estos secretagogos (la
histamina actua directamente sobre células parietales, mientras que la gastrina tiene un
efecto indirecto a través de la estimulacion de células ECL) (Prinz et al., 1999;
Lindstrom et al., 2001b) puede especularse que, en el ratén, la somatostatina inhibe la
secrecion acida inhibiendo la liberacién de histamina de células ECL y, en menor
medida, por un efecto directo sobre las células parietales. Evidencias tanto morfolégicas
como funcionales apoyan este mecanismo de accion de la somatostatina. Estudios
inmunohistoquimicos y de RT-PCR han determinado la presencia de receptores SSTR2
tanto en células parietales como en células ECL (Prinz et al., 1994; Sternini et al., 1997;
Schindler y Humphrey, 1999). Confirmando estas observaciones, estudios recientes
empleando un ratén “knockin”, en el cual se sustituy6 el gen del receptor SSTR2 por un
gen marcador lacZ, lo que permite localizar exactamente los tejidos y tipos celulares
que expresan este gen, han descrito la presencia de receptores SSTR2 en células
parietales y ECL de la mucosa gastrica (Allen et al., 2002). A nivel funcional, estudios
realizados en estdmago aislado de ratén, han demostrado que la somatostatina
exogena disminuye la liberaciéon de histamina y que la inmunoneutralizaciéon de la
somatostatina endégena aumenta los niveles de la misma (Vuyyuru y Shubert, 1997), lo
que sugiere un efecto directo sobre células ECL. De forma similar, en otros estudios
utilizando un modelo experimental similar al anterior, la somatostatina inhibio la
secrecion acida gastrica estimulada por pentagastrina, sin embargo, coincidiendo con
los resultados obtenidos en el presente estudio, no modificé significativamente la
respuesta secretora a histamina (Komasaka et al., 2002); lo que de nuevo sugiere un
efecto predominante sobre células ECL. Sin embargo, estudios in vivo en ratas
muestran que la somatostatina inhibe con mayor eficacia la respuesta secretora a
betanecol que a histamina (Aurang et al., 1997); lo que sugiere que en esta especie la
accion directa de la somatostatina sobre las células parietales es mas importante en el
control de la secrecién que en el ratén. Ademas, en el mismo estudio, la somatostatina
inhibid la liberacién de histamina inducida por pentagastrina en aproximadamente un
40%, mientras que cuando la secrecion se estimuld con betanecol la somatostatina no
modificé los niveles de histamina sugiriendo, de nuevo, que su efecto inhibitorio se
asocia a una accion directa sobre células parietales (Aurang et al., 1997). De forma
similar, estudios in vitro en mucosa gastrica aislada de rata, muestran que la
somatostatina inhibe con una eficacia similar la secrecion estimulada por pentagastrina
o por estimulacion directa de la célula parietal con el agonista H2, dimaprit, (Wyatt et al.,
1996). Igualmente, estudios in vitro en segmentos de mucosa gastrica antral canina y
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humana muestran que la somatostatina inhibe tanto la liberacién de histamina como de
gastrina (Zaki et al., 1996). En conjunto, estos estudios junto a los resultados obtenidos
aqui, sugieren que la somatostatina inhibe la secrecion mediante, al menos, tres
mecanismos: i) inhibicion de la liberacion de gastrina de células G (probablemente un
efecto indirecto, ya que no hay evidencia de la existencia de receptores para
somatostatina en estas células); ii) accién sobre células ECL inhibiendo la liberacién de
histamina; y iii) una accioén inhibitoria directa sobre células parietales. Los resultados
obtenidos sugieren, ademas, que existen variaciones especie-especificas en la
importancia de estos mecanismos mediando las acciones de la somatostatina. Sin
embargo, independientemente de la importancia relativa de cada via, de la especie
considerada y del modelo experimental empleado, todos los resultados obtenidos hasta
el momento coinciden en que el receptor SSTR2 es el mediador comun de las acciones
antisecretoras de la somatostatina .

Estudios funcionales realizados en diferentes especies han demostrado que la
somatostatina es un modulador fisiolégico de la motilidad gastrointestinal. Sin embargo,
su papel en la regulacion de la motilidad gastrica no se conoce con exactitud. En la
especie humana se ha observado que tanto la somatostatina como su analogo SMS
201-995, administrados periféricamente, tienen efectos tanto estimulantes (Johansson
et al., 1978; Fuessl et al., 1987) como inhibitorios sobre el vaciamiento gastrico (Bloom
et al.,, 1975; Okamoto et al., 1997). Estudios realizados mediante RT-PCR han
demostrado que los cinco subtipos de receptores de la somatostatina se expresan en
células de musculo liso de estobmago (Corleto et al., 1999). De forma similar, estudios
mediante hibridacion in situ han demostrado la presencia de ARNm para el receptor
SSTR2 en el plexo mientérico y en la capa muscular externa (Krempels et al., 1997),
sugiriendo su implicacion en el control de la actividad motora. A pesar de estas
observaciones son escasos los estudios funcionales que describan qué tipos de
receptores estan implicados en las acciones periféricas de la somatostatina sobre la
motilidad gastrica. En la rata se ha observado que la administracién subcutanea de
SMS 201-995 inhibe el vaciamiento gastrico (Smedh et al., 1999), lo que sugiere una
implicacion de los receptores SSTR2, 3 y/o 5. El uUnico estudio que emplea agonistas
especificos para los receptores de somatostatina muestra que el agonista selectivo
SSTRS5, BIM-23052, administrado intracisternalmente estimula el vaciamiento gastrico
en la rata, sin embargo cuando se administra periféricamente carece de efecto
(Martinez et al., 2000), lo que indica que este receptor participa a nivel central, pero no
periférico, en las acciones motoras de la somatostatina. En este estudio, el empleo de
animales carentes del receptor SSTR2 sirvid para determinar si este receptor participa
en la regulacién del vaciamiento gastrico en el raton. Los resultados obtenidos
muestran Uunicamente una tendencia a la disminucion en la tasa de vaciamiento durante
la primera hora tras la ingestion de una comida sdlida nutritiva en animales SSTR2 -/-,
sin observarse diferencias a las 2 0 4 h. En su conjunto, estos resultados sugieren que
el receptor tipo 2 de la somatostatina no tiene un papel esencial en la regulacion del
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vaciamiento gastrico en el ratén o que, en su ausencia, mecanismos alternativos
tienden a normalizar este proceso.

Conclusiones

Los resultados obtenidos utilizando animales modificados genéticamente
(carentes del receptor SSTR2), la inmunoneutralizacion de la somatostatina endoégena y
la manipulacion farmacologica de los receptores de somatostatina con agonistas
selectivos y el antagonista de los receptores SSTR2, PRL-2903, demuestran que en el
ratén la somatostatina inhibe periféricamente la secrecion acida gastrica a través de
receptores SSTR2. La actividad antisecretora de la somatostatina frente a los
secretagogos pentagastrina e histamina y la presencia de receptores SSTR2 en células
ECL y en células parietales hace plausible la hipotesis de que la somatostatina regule
la secrecién acida gastrica a través de un mecanismo paracrino que implica la inhibicion
directa de la célula parietal y la inhibicion de la liberacién de histamina de células ECL.
El empleo sistematico de agonistas selectivos demuestra que los receptores SSTR1,
SSTR3, SSTR4 y SSTR5, aunque presentes en el estbmago, no parecen desempenar
un papel funcional en la regulacion periférica de la secrecion acida gastrica. Por lo
tanto, el receptor SSTR2 es el responsable directo de las acciones antisecretoras de la
somatostatina en el estbmago, mediando los efectos de la misma regulando la actividad
secretora de las células ECL y parietales.

La falta del receptor SSTR2 no parece afectar al desarrollo del estomago ni al
mantenimiento de una mucosa gastrica funcional, con una capacidad secretora igual a
la de los animales de tipo salvaje. Los estudios inmunohistoquimicos muestran que las
poblaciones celulares con inmunoreactividad de tipo gastrina (célula G) y de tipo
somatostatina (células D) tiene una distribucién idéntica en ambos grupos de animales.
La cuantificacion de las mismas sugiere una reduccion en el numero de células con
inmunoreactividad de tipo somatostatina en la regidon antral, aunque el significado
funcional de esta observacidon no esta claro ya que las respuestas secretoras de estos
animales parecen normales en situaciones fisioldgicas, como es tras la ingestion de una
comida estandar. En conjunto, estas observaciones sugieren que las sefiales derivadas
de la interaccion de la somatostatina con los receptores SSTR2 no afectan al
crecimiento y diferenciacion de la mucosa gastrica, ni de las diferentes poblaciones de
células G y D y que mecanismos alternativos pueden compensar la falta de receptores
SSTR2 y mantener la actividad secretora gastrica, en condiciones fisiolégicas, dentro
de unos margenes similares a los observados en animales de tipo salvaje.

Ademas, el receptor SSTR2 no parece ser esencial en la regulacion del
vaciamiento gastrico o bien, mecanismos compensatorios suplen su falta
normalizandolo.
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3 - Interaccion entre Somatostatinay Bombesina o PACAP en el Control de la
Secrecion Acida Gastrica en el Raton

3.1- Antecedentes y objetivos

Como ya se ha mencionado previamente, la somatostatina se considera el
principal inhibidor fisiolégico de la secrecion acida gastrica. Sin embargo, otros
neuropéptidos inhiben la secrecion acida con potencias comparables, o incluso
superiores, a la de la somatostatina. El mecanismo de acciéon de la mayoria de estos
péptidos no se conoce totalmente. Para algunos de ellos, estudios in vitro sugieren que
la somatostatina podria actuar como el mediador de las respuestas inhibitorias
observadas. Sin embargo, esta hipdtesis no ha sido adecuadamente evaluada, sobre
todo en condiciones in vivo, que reflejan con mayor fiabilidad con respecto a otros
modelos los mecanismos fisiolégicos de control de la secrecion acida. Teniendo en
cuenta ésto, este estudio se centra en la caracterizacion de los efectos sobre la
secrecion, y la posible interaccion con la somatostatina, de los neuropéptidos
bombesina y PACAP.

La bombesina y péptidos relacionados, como el GRP, regulan a nivel central y
periférico la secrecion acida gastrica. Numerosos estudios han demostrado que la
bombesina, actuando a nivel central, inhibe la secrecién acida gastrica en diferentes
especies y modelos experimentales (Martinez y Taché, 2000). Sin embargo, la
administracion periférica de bombesina produce respuestas variables dependiendo de
la especie considerada y del protocolo seguido en la administracion del péptido. Se ha
visto que la infusion intravenosa de bombesina en el gato, el perro y la especie humana
estimula la secrecion acida gastrica (Helman y Hirschowitz, 1987; Bado et al., 1989;
Kovacs et al., 1995; Hildebrand et al., 2001). Sin embargo, los efectos son variables ya
que, en el perro y en la especie humana, a dosis elevadas la bombesina inhibe la
secrecion (Helman y Hirschowitz, 1987; Walsh et al., 1988). De forma similar, en la rata,
la administracién periférica de bombesina puede tanto inhibir como estimular la
secrecion acida gastrica, dependiendo del protocolo seguido en la administracion del
péptido (Bertaccini et al., 1973; Rossowski et al., 1989; Sandvik et al., 1989; Shubert et
al., 1991a; Martinez et al., 1995). Las acciones estimulantes de la bombesina parecen
ser gastrina-dependientes. Asi, diferentes estudios in vivo e in vitro muestran que la
bombesina estimula la liberacion de gastrina por accién directa sobre las células G
(Sugano et al., 1987; Kovacs et al., 1995; Squires et al., 1999). Sin embargo, estudios
realizados in vitro en estdbmago aislado de rata y raton demuestran que la bombesina
también estimula la secrecion de somatostatina (Sandvik et al., 1989, 1997; Shubert et
al., 1989). En su conjunto, estas observaciones sugieren que las diferencias
observadas en la respuestas secretoras pueden deberse a un balance entre las
acciones estimulantes asociadas a la liberacidon de gastrina y las inhibitorias asociadas
a la liberacién de somatostatina (Sandvik et al., 1989). A estos efectos hay que afadir la
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posibilidad de una accién inhibitoria directa de la bombesina sobre las células parietales
(Sandvik et al., 1989; Shubert et al. 1991a,b).

Los efectos de la bombesina sobre la secrecién acida gastrica in vivo en el raton
no se han estudiado. Por lo tanto, en este estudio, en primer lugar, se han caracterizado
las acciones de la bombesina sobre la secrecién basal y estimulada por secretagogos.
A continuacion, se ha estudiado la implicacién de la somatostatina en los efectos
observados. Para ello se han bloqueado los efectos del péptido mediante su
inmunoneutralizacién con anticuerpos especificos o interfiriendo su interaccion con los
receptores SSTR2, bien mediante el bloqueo farmacoldgico de los mismos con el
antagonista selectivo PRL-2903, o bien por su eliminacion mediante manipulacion
genética (ratones carentes del receptor SSTR2).

De forma similar a lo descrito para la bombesina, el PACAP modula la secrecion
acida gastrica a través de mecanismos aun en discusion. Los estudios realizados in
vivo hasta el momento sugieren que el PACAP inhibe la secrecion acida. Estudios in
vivo en la rata muestran que la administracion periférica de PACAP inhibe la secrecion
acida gastrica, probablemente por efecto directo sobre la célula parietal (Mungan et al.,
1992, 1995). Sin embargo, estudios in vitro en estémago aislado de rata, sugieren que
el PACAP inhibe la secrecién acida a través de un mecanismo mediado principalmente
por la liberacién local de somatostatina (Li et al., 2000). Estudios in vitro en cultivos
celulares primarios de estdbmago de rata, han demostrado que el PACAP estimula tanto
la liberacion de histamina de células ECL como la de somatostatina de células D (Zeng
et al., 1999; Lindstrom et al., 2001b). Este mecanismo se ve parcialmente respaldado
por estudios moleculares, mediante analisis por Western Blot y RT-PCR, que muestran
la presencia del receptor de VIP/PACAP, PAC1, en células ECL (Zeng et al., 1998).
Estas observaciones han llevado a algunos autores a sugerir que el PACAP, actuando
a través de estos receptores, estimularia la secrecion acida gastrica (Zeng et al., 1999;
Pisegna et al., 2000). Sin embargo, solo se han observado respuestas estimulatorias en
condiciones en las que la somatostatina endogena se bloque6 mediante
inmunoneutralizaciéon, sugiriendo que los efectos periféricos del péptido sobre la
secrecion acida son el resultado de la estimulacién simultdnea de células ECL
(histamina) y de células D (somatostatina) (Pisegna et al., 2000).

Hasta la fecha, los efectos del PACAP sobre la secrecion acida gastrica sélo se
han estudiado en la rata, desconociéndose sus acciones en otras especies. En el ratén,
resultados obtenidos in vitro con VIP, perteneciente a la misma familia de péptidos que
el PACAP y con actividad biologica sobre los mismos receptores, muestran que éste
neuropéptido inhibe la secrecion acida y estimula la liberacion de somatostatina
(Schubert, 1991) sin embargo, se desconocen los efectos del PACAP. Asi, de forma
similar a lo expuesto anteriormente para la bombesina, en primer lugar, se han
caracterizado los efectos del PACAP sobre la secrecion acida in vivo en el ratéon, tanto
en condiciones basales como durante la estimulacion con secretagogos.
Posteriormente, se ha estudiado la implicacion de la somatostatina en los efectos
observados. Para ello, se ha seguido la misma estrategia empleada para caracterizar la
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interaccion entre bombesina y somatostatina, interfiriendo el mecanismo de accién de la
somatostatina en el estémago a diferentes niveles durante la administracion exégena
de PACAP.

3.2 - Resultados

3.2.1 - Efectos de la bombesina sobre la secrecién acida gastrica basal y
estimulada por secretagogos en ratones SSTR2 +/+ y sobre la secrecion
basal en ratones SSTR2 -/-

De forma similar a lo descrito en el apartado 2.2.5, la secrecion basal en animales
SSTR2 +/+ anestesiados con uretano fue baja (0.08+0.01 umoles/10 min) y estable
durante todo el periodo experimental. En estas condiciones, la infusion intravenosa de
bombesina (10-40 ug/kg/h, 1 h) no modifico la secrecion acida (Tabla 1V.3.1).

Tabla IV.3.1. Efectos de la bombesina sobre la secrecion acida gastrica basal en
animales SSTR2 +/+y SSTR2 -/-.2

Bombesina (ug/kg/h, iv)
Vehiculo 10 15 20 40

Secrecién acida (umoles/60 min)

SSTR2 +/+ Basal 0.61+0.03 0.65+0.06  0.45+0.07 0.58+0.12 0.51+0.06
0-1h 0.57+0.05 0.51+0.07 0.35+0.05 0.41+0.05 0.51+0.16

N 3 4 4 4 4
SSTR2-- Basal 12.61+3.68 12.04+0.47 11.54+3.06 14.01+3.76 11.84+0.3

0-1h 9.21+1.77  9.47+1.50 10.54+2.27 15.97+4.20 9.67+0.33

N 6 4 6 6 5
®Tras un periodo basal, se administraron vehiculo (suero fisioldgico, 0.1 ml/h) o
bombesina (10-40 wkg/h) por via intravenosa durante 1h (periodo 0-1 h); la secrecién
acida se determiné a intervalos de 10 min a lo largo de todo el experimento. Los datos
representan los valores acumulados de secrecion acida en umol/h y estan expresados
como la mediat SEM del numero de animales indicado para cada tratamiento (N).

Cuando la secrecion se estimulé con diferentes secretagogos, la bombesina
inhibiéo de forma dosis-dependiente la respuesta secretora a los mismos, aunque con
diferente potencia en funcién del secretagogo empleado (Figs. IV.3.1, IV.3.2 y IV.3.3).
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La infusién

intravenosa de pentagastrina estimuld la secrecion &cida gastrica,

alcanzandose una fase de meseta a los 30 min del comienzo de la misma. En animales
tratados con vehiculo, la fase de meseta fue estable durante el resto del tiempo de
infusion, con una secrecién media de 0.30+0.06 pmoles/10 min (P<0.05 vs secrecion
basal: 0.124+0.03 ymoles/10 min; n=6 ; Fig. IV.3.1). La infusidon de bombesina (10, 15 o
20 ug/kg/h) inhibié de forma dosis-dependiente la respuesta secretora a pentagastrina;

con una reduccion en la tasa neta de secrecion del 27.7+8.9% (n=6; P>0.05 vs
vehiculo), 45.9+12.8% (0.620.16 pmoles/60 min, n=6; P<0.05 vs vehiculo: 1.03+0.3
pmoles/60 min) y 85.4+8.7% [0.06+0.14 pmoles/60 min, n=6; P<0.05 vs vehiculo;

F(4,23)=5.234, P=0.004], respectivamente (Fig. IV.3.1).
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0.3 1

0.2 1

0.1 1

> m e O

Vehiculo (0.1 ml, IV)
Bombesina (10 ug/kg, 1V)
Bombesina (15 ug/kg, IV)
Bombesina (20 ug/kg, IV)
-—
Pentagastrina (16 pg/kg/h, IV)

Tiempo (min)

100

120

o

Secrecioén acida neta (umoles/60 min)

1.5 -

1.2 1

0.9 1

0.6 1

0.3 1

o
w

[J Vehiculo W Pentagastrina

*

0 0 10 15 20
Bombesina (ug/kg/h, IV)

Figura IV.3.1. Efecto de la bombesina sobre la secrecion acida gastrica estimulada
por pentagastrina. En animales SSTR2 +/+ anestesiados con uretano. Tras 30 min de
periodo basal, la secrecion acida gastrica se estimuld con pentagastrina. A los 30 min
del comienzo de la infusion se administr6 bombesina durante 60 min. La secrecion
acida gastrica se determiné a intervalos de 10 min a lo largo todo el experimento. A:
Cambios en la secrecion acida gastrica en funcién del tiempo. La grafica con circulos
blancos representa la secrecién acida en animales tratados Gnicamente con vehiculo.
B: Cambios netos en la secrecion acida gastrica acumulada durante los 60 min de
infusion de bombesina o de vehiculo. Los datos representan la mediatSEM de 6
animales por grupo. *: P<0.05 vs vehiculo; #: P<0.05 vs pentagastrina + vehiculo de

bombesina [F(4,23)=5.234, P=0.004].



Resultadosy Discusién - 101

La histamina (5 mg/kg/h) estimuld la secrecidn acida alcanzandose unos valores
de secrecién de 15 a 20 veces superiores a los basales a los 60 min del comienzo de la
infusién (2.18+0.43 pmoles/10 min; P<0.05 vs basal: 0.10+0.01 ymoles/10 min; n=7). La
infusién de bombesina (20 o 40 pg/kg/h) inhibid la secrecion estimulada por histamina
en un 30.8£16.4% (8.61£2.04 umoles/60 min, n=6; P>0.05 vs vehiculo: 12.43+2.41
pmoles/ 60 min, n=7) y un 64.2+4.4% [4.44+0.54 pmoles/60 min, n=6; P<0.05 vs
vehiculo; F(3,19)=7.702, P=0.001], respectivamente (Fig. IV.3.2). La infusién de
betanecol (0.6 mg/kg/h) estimuld la secrecidn acida gastrica alcanzandose valores 12
veces superiores a los basales a los 30 min del comienzo de la misma (1.02+0.16
pmoles/10 min; P<0.05 vs basal: 0.0871£0.01 umoles/10 min; n=5). La bombesina (20
pg/kg/h) inhibié la respuesta secretora al betanecol en un 48.8+13.9% [3.16+0.86
pmoles/60 min, n=4; P<0.05 vs vehiculo: 6.51+1.17 pmoles/60 min; F(2,10)=13.25,
P=0.002; Fig. IV.3.3].
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A B Bombesina (20 ug/kg, IV) B ] _ '
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- 3 18 1
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Figura IV.3.2. Efectos de la bombesina sobre la secrecion 4cida gastrica estimulada
por histamina. El protocolo experimental es igual al descrito en la figura 1V.3.1, pero
en este caso se empled histamina como secretagogo. A: Cambios en la secrecién
acida gastrica en funcion del tiempo. La gréafica con circulos blancos representa la
secrecion acida en animales tratados Unicamente con vehiculo. B: Cambios netos en
la secrecién acida gastrica acumulada durante los 60 min de infusién de bombesina o
vehiculo. Los datos representan la mediatSEM de 6-7 animales por grupo. *: P<0.05
vs vehiculo; #: P<0.05 vs histamina + vehiculo [F(3,19)=7.702, P=0.001].
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Figura 1V.3.3. Efectos de la bombesina sobre la secrecién acida géastrica estimulada
por betanecol. El protocolo experimental es igual al descrito en la figura 1V.3.1, pero
en este caso se empled betanecol como secretagogo. A: Cambios en la secrecion
acida gastrica en funcion del tiempo. La gréafica con circulos blancos representa la
secrecion acida en animales tratados Unicamente con vehiculo. B: Cambios netos en
la secrecién acida gastrica acumulada durante los 60 min de infusion de bombesina o
vehiculo. Los datos representan la mediatSEM de 4-5 animales por grupo. *: P< 0.05
vs vehiculo; #: P< 0.05 vs betanecol + vehiculo [F(2,10)=13.25, P=0.002].

En animales SSTR2 -/-, anestesiados con uretano, se observo, de forma similar
a lo descrito anteriormente (véase el apartado 2.2.5), una tasa de secrecion acida
gastrica basal entre 10 y 13 veces superior a la secrecion basal observada en los
animales SSTR2 +/+ en las mismas condiciones experimentales (SSTR2 -/-: 1.43+0.1
pmoles/10 min, n=11; SSTR2 +/+ control: 0.12+0.01 ymoles/10 min, n=4, P<0.05). La
infusion de bombesina (10, 15, 20 o 40 ug/kg/h, 1 h) no modificd la elevada tasa de
secrecion acida gastrica basal caracteristica de los animales SSTR2 -/- (Tabla IV.3.1).

3.2.2 - Efectos de la bombesina sobre la secrecién acida gastrica en ratones
SSTR2 +/+ tratados con anticuerpo anti-somatostatina o con el antagonista
de los receptores SSTR2, PRL-2903

De forma similar a lo descrito anteriormente (véase el apartado 2.2.6), en
animales SSTR2 +/+ la administracion del anticuerpo monoclonal anti-somatostatina
CURE S.6 (150 pg/ratén, iv) aumentd significativamente la secrecion acida gastrica
basal alcanzando valores aproximadamente 4 veces superiores a los basales
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(0.32+£0.03 ymol/10 min; P<0.05 vs basal: 0.07+0.02 pmol/10 min). En este caso, la
infusion de bombesina (20 ug/kg/h, 1 h), a los 30 min de la administracion del
anticuerpo, no modificé la secrecion acida (1.90£0.08 pmol/60 min, n=5) comparada
con animales tratados con vehiculo (2.01+£0.14 pmol/60 min, n=5 ; P>0.05; Fig. IV.3.4).

A B
O Vehiculo (0.1 mih, 1Iv) [ Basa
0.5 q A i 37 . .
Bombesina (20 pgikg, 1v) B Anti-somatostatina
-—

0.4 1 *
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0.34 (150 pgiraten, Iv)

v

0.2 1

0.1 1

Secrecion acida (umoles/10 min)

0.0

Secrecion acida (umoles/ 60 min)

-20 0 20 40 60 80 100 120 0
Tiempo (min) Vehiculo Bombesina

Figura 1V.3.4. Efecto de la bombesina sobre la secrecién &acida géstrica tras la
inmunoneutralizacion de la somatostatina endégena en animales SSTR2 +/+. Tras un
periodo basal de 30 min se administré el anticuerpo monoclonal anti-somatostatina
CURE S.6 (150 pg/ratén, iv). A los 30 min se inici6é la perfusion intravenosa de
bombesina o vehiculo (1 h). La secrecion acida gastrica se determiné a intervalos de
10 min a lo largo de todo el experimento. A: Cambios en la secrecion acida géastrica
en funcién del tiempo. B: Valores de secrecion acida acumulada para los diferentes
tratamientos. Los datos representan la mediatSEM de 5-6 animales por grupo.
*:P<0.05 vs secrecion basal [F(3,14)=50.423, P<0.001].

En animales SSTR2 +/+ la administraciéon de PRL-2903 (bolus de 1.5 mg/kg
seguido de una infusion intravenosa continua, 1.5 mg/kg/h, durante 2 h) con vehiculo
resulté en una respuesta secretora similar a la descrita previamente (véase el apartado
2.2.10). La infusién de bombesina (20 pg/kg/h, iv) no modificé la respuesta secretora al
PRL-2903 cuando se compard con la observada en animales tratados con vehiculo
(6.16£1.21 pmoles/60 min, n=5; P>0.05 vs PRL 2903 + bombesina: 6.17+0.80
pmoles/60 min, n=4; Fig. IV.3.5).
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Figura 1V.3.5. Efecto de la bombesina sobre la secrecién acida en animales SSTR2
+/+ tratados con el antagonista de los receptores SSTR2, PRL-2903. Tras un periodo
basal de 30 min, se administr6 PRL-2903 (bolus de 1.5 mg/kg + infusion de 1.5
mg/kg/h durante 2 h), a los 10 min se inicié una perfusién de bombesina o vehiculo
durante 1 h. La secrecion acida gastrica se determind a intervalos de 10 min a lo largo
de todo el experimento. A: Cambios en la secrecion acida en funcién del tiempo. B:
Secrecion acida acumulada durante el tiempo de infusién de la bombesina o el
vehiculo. Los datos representan la mediatSEM de 4-5 animales por grupo. *: P<0.05
vs secrecion basal [F(3,14)=17.379, P<0.001].

3.2.3 - Efecto del PACAP-38 sobre la secrecion acida gastrica basal y estimulada
por secretagogos en ratones SSTR2 +/+ y sobre la secrecion basal en
ratones SSTR2 -/-

En ratones SSTR2 +/+ el PACAP-38 (3-270 ug/kg, iv), administrado en forma de
una infusion de 1 h, con dosis acumuladas crecientes, no modifico la baja tasa de
secrecion acida gastrica basal observada durante la anestesia con uretano (Tabla
IV.3.2). Por el contrario, en condiciones experimentales similares, la infusion
intravenosa de PACAP-38 inhibi6 la secrecion acida gastrica estimulada por diferentes
secretagogos.

En ratones SSTR2 +/+, la infusidon de pentagastrina estimuld la secrecion acida
basal alcanzando una fase de meseta a los 30 min, que correspondi6é a un aumento en
la tasa de secrecion de aproximadamente un 110% sobre los valores basales. En estas
condiciones, la infusion intravenosa de PACAP-38 (45, 90 y 135 ug/kg/h, por 1 h)
inhibié la respuesta secretora neta a la pentagastrina un 26.7+14.1% (0.41+0.01
pmoles/60 min, n= 5; P>0.05 vs vehiculo), un 47.2+16.7% (0.32+0.10 ymoles/60 min,
n=5; P>0.05 vs vehiculo) y un 91.1+8.2% [0.0520.04 pmoles/60 min, n=6; P<0.05 vs
vehiculo: 0.60+0.06 pmoles/60 min, n=7; F(4,24)=6.839, P=0.004], respectivamente
(Fig. IV.3.6).
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Tabla IV.3.2. Efectos del PACAP-38 sobre la secrecién acida gastrica basal en
animales SSTR2 +/+y SSTR2 -/-.2

SSTR2 +/+ SSTR2 -/-
(n=6) (n=6)

Tratamiento  Dosis (ug/kg/h, iv) Secrecién acida (umoles/60 min)
Basal - 0.69+0.08 5.45+0.78
Vehiculo - 0.59+0.07 5.06+0.83
PACAP-38 3 0.65+0.12 4.85+0.93
7 0.52+0.05 5.63+0.99
22 0.58+0.04 6.30+1.25
45 0.91+0.14 7.68+1.52
135 0.62+0.10 7.85+1.86
270 0.52+0.10 6.56+1.93

*Tras un periodo basal de 30 min, se administro vehiculo (suero fisiolégico, 0.1
ml, iv) seguido de infusiones de 1 h para dosis acumuladas crecientes de
PACAP-38 (3-270 pg/kg, iv). La secrecién acida se determiné a intervalos de 10
min a lo largo de todo el experimento. Los datos representan valores
acumulados de secrecion acida en pmol/60 min, expresados como la
mediatzSEM del nUmero de animales indicado (n).

La infusion intravenosa de histamina (5 mg/kg/h, por 1 h) estimulé la secrecién
acida basal alcanzandose, a los 30 min del inicio de la misma, valores de secrecion
aproximadamente 10 veces superiores a los basales (1.00£0.21 ymoles/10 min; P<0.05
vs basal: 0.09+£0.01 pmoles/10 min). EI PACAP-38 (135 pg/kg/h) inhibié la secrecion
estimulada por histamina en un 39.7£7.9% [4.10+£0.50 pmoles/60 min; P<0.05 vs
vehiculo: 6.91£1.10 ymoles/60 min, n=5 para ambos grupos; F(2,12)=19.852, P=0.020;
Fig. IV.3.7]. En iguales condiciones, la infusion de betanecol (0.6 mg/kg/h) estimuld la
secrecion acida basal alcanzando una fase de meseta, aproximadamente, a los 40 min
(0.86+0.27 pymoles/10 min; P<0.05 vs basal: 0.13+0.21 ymoles/10 min). EI PACAP-38
(135 pg/kg/h, 1h) inhibié la respuesta secretora a betanecol en un 55.6+8.7%
[2.90+0.60 umoles/60 min; P<0.05 vs vehiculo: 6.51+0.72 pmoles/60 min, n=5 para
ambos grupos; F(2,12)=33.788, P<0.001; Figura 1V.3.8].
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Figura IV.3.6. Efecto del PACAP-38 sobre la secrecion acida géastrica estimulada por
pentagastrina en ratones SSTR2 +/+. En animales anestesiados con uretano, tras 30
min de periodo basal, la secrecién acida se estimulé con pentagastrina. A los 30 min
se inici6 una infusion de PACAP-38 (1 h). La secrecion acida gastrica se determino a
intervalos de 10 min a lo largo de todo el experimento. A: Cambios en la secrecion
acida gastrica en funcion del tiempo. La gréafica con circulos blancos representa la
secrecion en animales tratados solo con vehiculo. B: Secrecion acumulada neta
durante la infusion de PACAP-38 o de vehiculo. Los datos representan la mediatSEM
de 5-7 animales por grupo. *: P<0.05 vs secrecién acida no estimulada; #: P<0.05 vs
pentagastrina+vehiculo [F(4,24)=6.839, P<0.001].
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Figura 1V.3.7. Efecto del PACAP-38 sobre la secrecidn &cida géstrica estimulada por
histamina en ratones SSTR2 +/+. El protocolo experimental es igual al descrito en la
figura IV.3.6, pero en este caso la secrecion se estimulé con histamina. A: Cambios
en la secrecién acida gastrica en funcion del tiempo. La grafica con circulos blancos
representa la secrecién en animales tratados soélo con vehiculo. B: Secrecion
acumulada neta durante la hora de infusion de PACAP-38 o de vehiculo. Los datos
representan la mediatSEM de 5 animales por grupo. *: P<0.05 vs secrecion &cida no
estimulada; #: P<0.05 vs histamina + vehiculo [F(2,12)=19.852, P<0.05].



Resultados'y Discusién - 107

0]

O Vehiculo (0.1 ml, Iv)

B PACAP-38 (135 pg/kg, IV) [ Vehiculo W Betanecol

€
= -— € 10 -
— o
E ©
E 20 Betanecol (0.6 mg/kg/h, 1V) g .
Ay [ *
3 €
o 151 2
£ © 6 1
= 2
©
% 1.0 g 4 .
‘© 3
& 05/ o 2]
= 5}
8 o
o [SEE
8 00 T T T T T T T T (q/g
2 20 0 20 40 60 80 100 120 0 0 135
Tiempo (min) PACAP-38 ( pglkg/h, IV)

Figura 1V.3.8. Efecto del PACAP-38 sobre la secrecion &cida géstrica estimulada por
betanecol en ratones SSTR2 +/+. El protocolo experimental es igual al descrito en la
figura IV.3.6, pero en este caso la secrecion se estimulé con betanecol (0.6 mg/kg/h).
A: Cambios en la secrecion acida gastrica en funcion del tiempo. La gréafica con
circulos blancos representa la secrecion en animales tratados sélo con vehiculo. B:
Secrecion acumulada neta durante los 60 min de infusion de PACAP-38 o de
vehiculo. Los datos representan la mediatSEM de 5 animales por grupo. *: P<0.05 vs
secrecion acida no estimulada; #: P<0.05 vs betanecol + vehiculo [F(2,12)=33.788,
P<0.001].

En animales SSTR2 -/- anestesiados con uretano, la administracion de PACAP-
38 (3-270 pg/kg), administrado en forma de infusiones de 1 h, con dosis acumuladas
crecientes, no modifico la elevada tasa de secrecion acida gastrica basal (Tabla IV.3.2),
aunque a dosis superiores a 22 ug/kg se observo una tendencia a incrementar la tasa
de secrecion, sin llegar a ser estadisticamente significativa. Comparada con la tasa
basal, el PACAP-38 increment6 la secrecion en un 3.2+18.8%, 15.5+22.8%,
40.9+27.8%, 43.8433.1% y 20.2424.9% a las dosis de 7, 22, 45, 135 y 270 pg/kg,
respectivamente.

3.2.4 - Efectos del PACAP-38 sobre la secrecién &cida gastrica en ratones SSTR2
+/+ tratados con anticuerpo anti-somatostatina o con el antagonista de los
receptores SSTR2, PRL-2903

En animales SSTR2 +/+ anestesiados con uretano la administracion del
anticuerpo monoclonal anti-somatostatina, CURE S.6 (150 pg/ratén, i.v), estimuld la
secrecion acida gastrica basal alcanzandose una fase de meseta a los 30 min, que



Resultados y Discusién - 108

correspondié con un incremento de aproximadamente un 400% sobre los niveles
basales de secrecion (0.29+£0.02 ymoles/10 min; P<0.05 vs basal 0.08+0.01 ymoles/10
min). Esta fase en meseta se mantuvo estable a lo largo del resto del experimento. En
estas condiciones experimentales, la infusién intravenosa de PACAP-38 (135 ug/kg/h),
a los 30 min de la administracion del anticuerpo, no modificé la secrecion acida
(2.20£0.20 pmoles/60 min, n=5) con respecto a la de animales tratados con vehiculo
(2.00£0.14 pmoles/60 min, n=7; P>0.05; Fig. I1V.3.9).

A O Vehiculo (0.1 mih, Iv) B ] Basal
®  PACAP-38(135ugkgh. ) 5. H Anti-somatostatina

05 - -— > _
= = %
=
£ g
=) 0.4 1 © *
8 8
° Anti-somatostatina g 2 A
E 0319 (150 ugraton, Iv) g
g v S
S 0.2 S
c c 1 4
3 S -
3 0.1 3
3 5 ’_Y_‘
@ [}

0.0 T T T T T T T 0

-20 0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (min)

Vehiculo PACAP-38

Figura IV.3.9. Efectos del PACAP-38 sobre la secrecion acida gastrica en animales
SSTR2 +/+ tratados con el anticuerpo anti-somatostatina CURE S.6. En animales
anestesiados con uretano, tras 30 min de periodo basal se administré el anticuerpo
monoclonal anti-somatostatina CURE S.6 (150 pg/ratén). A los 30 min se inici6 la
infusion intravenosa de PACAP-38 o vehiculo, durante 60 min. La secreciéon acida
gastrica se determiné a intervalos de 10 min a lo largo de todo el experimento. A:
Cambios en la secrecion acida gastrica en funcion del tiempo. B: Valores acumulados
de secrecion para el periodo basal y el tiempo de infusion de PACAP-38. Los datos
representan la mediatSEM de 5-7 animales por grupo. *:P<0.05 vs secrecion basal
[F(3,20)=42.047, P< 0.001].

En ratones SSTR2 +/+, la administracion del antagonista de los receptores
SSTR2, PRL-2903 (bolus de 1.5 mg/kg + infusion continua de 1.5 mg/kg/h, por 2 h),
estimuld la secrecion acida gastrica basal alcanzando, a los 20 min de su
administracion, valores de secrecion aproximadamente 14 veces superiores a los
observados en condiciones basales (1.46£0.10 pmoles/10 min; P<0.05 vs basal:
0.10£0.01 pmoles/10 min). Cuando en estas condiciones, se administr6 PACAP-38
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(135 ug/kg/h, 1 h) no se observaron cambios en los efectos estimulantes asociados al
PRL-2903 y la tasa de secrecion fue similar a la observada en animales tratados con
vehiculo (PRL-2903 + vehiculo: 7.53£0.91 pymoles/60 min, n=5; P>0.05 vs PRL-2903 +
PACAP-38: 7.89+0.68 pymoles/60 min, n=6; Fig. 1V.3.10).

O Vehiculo (0.1 mii, IV)

A ©® PACAP-38 (135 pgkgh, IV) B O Basdl
-— o]
- S = PRL-2903
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Figura IV.3.10. Efectos de PACAP-38 sobre la secrecidon acida gastrica en
animales SSTR2 +/+ tratados con el antagonista de los receptores SSTR2, PRL-
2903. Tras un periodo basal de 30 min, los animales se trataron con PRL-2903
(bolus de 1.5 mg/kg + infusion de 1.5 mg/kg/h durante 2 h). A los 10 min del
comienzo de la infusién de PRL-2903 se administr6 PACAP-38 o vehiculo durante
1 h. La secrecidn acida gastrica se determind a intervalos de 10 min a lo largo de
todo el experimento. A: Cambios en la secrecion acida en funcién del tiempo. B:
Valores de secrecion acida acumulada durante el periodo basal o el tiempo de
infusién del vehiculo o del PACAP-38. Los datos representan la media+tSEM de 5-6
animales por grupo. *: P<0.05 vs secrecion basal [F(3,18)=41.466, P< 0.001]

3.3 - Discusioén

Los resultados obtenidos muestran que, al igual que en la rata, en el raton la
bombesina, administrada periféricamente, inhibe la secrecién acida gastrica estimulada
por diferentes secretagogos; mientras que no se observan efectos sobre la secrecidn
basal. Contrastando con esta observacion, en estudios previos, realizados en estomago
aislado de ratén, la bombesina inhibié de forma dosis-dependiente la secrecion acida
basal (Schubert y Hightower, 1989). Estas diferencias pueden ser debidas al modelo
experimental empleado, ya que in vitro la secrecion basal fue superior (5.4 ymoles/h) a
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la observada in vivo en animales anestesiados con uretano (aproximadamente 1.0
pmol/h), lo que podria enmascarar respuestas de tipo inhibitorio.

Por otro lado, numerosos estudios en diferentes especies muestran que la
bombesina, administrada periféricamente, inhibe la secrecién acida gastrica estimulada
por diferentes secretagogos (Helman y Hirschowitz, 1987; Bado et al., 1989; Martinez et
al., 1995). Estas observaciones coinciden con los resultados obtenidos en este estudio,
en el que la bombesina inhibié de manera dosis dependiente la secrecién acida gastrica
estimulada por los secretagogos pentagastrina, histamina o betanecol. Sin embargo, la
potencia antisecretora de la bombesina parece ser diferente en rata y raton. Asi, en
estudios realizados en ratas anestesiadas con uretano la bombesina, a dosis de 10
pg/kg/h, inhibié en un 50% la secrecion acida estimulada por pentagastrina (Martinez et
al., 1995); mientras que la misma dosis sélo inhibié en un 27% la respuesta secretora
en el ratén. Estas diferencias podrian estar asociadas a variaciones de tipo especie-
especificas. De la misma forma, la actividad antisecretora de la bombesina parece
depender también del secretagogo empleado; con una eficacia pentagastrina >
betanecol > histamina. Esta diferente potencia relativa de la bombesina inhibiendo la
secrecion acida puede estar relacionada con el mecanismo de accion de la misma. La
mayor eficacia frente a estimulantes de las células ECL (pentagastrina) que frente a
estimulantes directos de la célula parietal (histamina) sugeriria que la bombesina actua
inhibiendo con mayor eficacia vias estimulantes que convergen en las células ECL que
aquellas que actuan directamente sobre la célula parietal. Sin embargo, estos
resultados no permiten excluir a ninguno de estos dos tipos celulares como dianas para
la accidn inhibitoria de la bombesina.

Los efectos antisecretores de la bombesina parecen estar mediados a través de
la liberacion de somatostatina y la activacién de receptores SSTR2, como demuestran
los resultados obtenidos. En primer lugar, las acciones inhibitorias de la bombesina
sobre la secrecién acida estimulada con pentagastrina en animales SSTR2 +/+ fueron
similares a las observadas para la somatostatina administrada exdégenamente, tal y
como se ha descrito anteriormente. En segundo lugar, la inmunoneutralizacién in vivo
de la somatostatina enddégena con el anticuerpo monoclonal anti-somatostatina, CURE
S.6, previno los efectos antisecretores de la bombesina. De forma similar, el bloqueo
farmacologico de los receptores SSTR2 con el antagonista selectivo PRL-2903 también
previno completamente las acciones inhibitorias de la bombesina. Por ultimo, la
bombesina carecié de efecto inhibitorio cuando se administré en animales SSTR2 -/- a
dosis con efectos antisecretores en animales SSTR2 +/+. Estos resultados aportan un
significado funcional a observaciones previas in vitro en una preparacion de estomago
aislado de ratén en la que la bombesina, aplicada exégenamente (Schubert y
Hightower, 1989) o liberada enddégenamente por estimulacion de nervios intramurales
(Schubert et al., 1991a), indujo una liberacion dosis-dependiente de somatostatina.
Estudios posteriores en preparaciones aisladas de fundus y antro de rata han
demostrado que la bombesina induce la liberacion de somatostatina en ambas areas
gastricas mediante diferentes mecanismos (Schubert et al.,, 1991b). En el fundus
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gastrico, la bombesina libera somatostatina por interaccion directa con receptores de
bombesina/GRP (Schubert et al., 1991b). De acuerdo con estas observaciones, la
presencia de receptores para bombesina/GRP en células D se ha confirmado mediante
técnicas autoradiograficas (Nakamura et al., 1988) y por inmunohistoquimica en cultivos
primarios de células fundicas enriquecidos en células D (Schaffer et al., 1997). Sin
embargo, a pesar de que en el fundus gastrico hay abundantes fibras nerviosas con
inmunoreactividad de tipo GRP, estas fibras so6lo establecen contactos con células D
muy ocasionalmente (Sjovall et al., 1990); por lo que el mecanismo exacto por el que la
bombesina/GRP actua sobre las células D no esta claro. Por el contrario, en el antro, la
bombesina modularia la secrecion de somatostatina indirectamente, a través de la
liberacion de gastrina (Schubert et al., 1991b).

Los resultados obtenidos confirman, ademas, que los efectos inhibitorios de la
somatostatina sobre la secrecion acida, asociados a la presencia de bombesina, estan
mediados por la activacion de receptores SSTR2, tal y como se describe previamente
en este trabajo. La implicacion de los receptores SSTR2 como los mediadores de las
respuestas antisecretoras generadas por la bombesina se deduce de dos
observaciones. En primer lugar, el efecto inhibitorio de la bombesina se bloqued
completamente por el tratamiento con el antagonista selectivo de los receptores
SSTR2, PRL-2903. En segundo lugar, la infusién de bombesina en ratones SSTR2 -/-,
carentes del receptor de tipo 2 de la somatostatina, a dosis eficaces inhibiendo la
secrecion en animales de tipo salvaje, no modificd la caracteristica elevada secrecion
basal observada durante la anestesia con uretano en estos animales.

Estos resultados contrastan con observaciones in vivo en la rata en las cuales el
mecanismo de accion de la bombesina se desvincula de la somatostatina (Martinez et
al.,, 1995). En el estudio mencionado, la inmunoneutralizacién de la somatostatina
enddgena, utilizando el mismo anticuerpo empleado en este estudio, no bloqued la
accion inhibitoria de la bombesina ni sobre la secrecion basal en ratas conscientes ni
sobre la secrecion estimulada con pentagastrina en ratas anestesiadas con uretano
(Martinez et al., 1995). A partir de estas observaciones, los autores concluyen que los
efectos inhibitorios de la bombesina son independientes de la somatostatina. Estas
diferencias entre rata y ratdon no estan relacionadas a una ineficacia del anticuerpo
bloqueando la accion de la somatostatina en la rata, ya que en animales anestesiadas
con uretano el tratamiento con el anticuerpo aumentd la secrecion basal [por
inmunoneutralizaciéon de la somatostatina endégena liberada por el anestésico (Yang et
al., 1990)], al igual que se observa en este estudio en el ratdn, y bloqued los efectos de
la somatostatina exogena, tanto en animales anestesiados como en animales
conscientes (Martinez et al., 1995). En su conjunto, estas observaciones sugieren una
inmunoneutralizaciéon eficaz del péptido en el tejido diana (estdmago) asi como en la
circulacion. Por lo tanto, esta variacion en el mecanismo de accion de la bombesina
podria deberse mas bien a diferencias de tipo especie-especificas (rata vs raton). Sin
embargo, hay que destacar que aunque la inmunoneutralizacion de la somatostatina
endogena en el raton aumentd la secrecion acida gastrica basal dicho incremento fue
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aproximadamente 3 veces inferior al alcanzado con el bloqueo farmacoldgico del
receptor SSTR2 con PRL-2903, o con la deleccion del mismo (animales SSTR2 -/-). Por
lo tanto, puede asumirse que la inmunoneutralizacion de la somatostatina endégena no
es tan eficaz como otras manipulaciones (farmacoldgica/genética) bloqueando los
efectos del péptido. Asi, no se puede excluir que en la rata la liberacion de
somatostatina enddgena inducida por bombesina no tuviese el mismo grado de
inmunoneutralizaciéon que se logra en el raton. De la misma forma, tampoco puede
excluirse que, en la rata, el bloqueo farmacolégico de los receptores SSTR2 pudiese
ser mas eficiente determinando el papel de estas vias en los efectos antisecretores de
la bombesina.

Ademas de sus acciones inhibitorias, varios estudios han demostrado que la
bombesina puede también estimular la secrecion acida gastrica, dependiendo del
régimen de administracion y de la especie considerada. Por ejemplo, en el gato se ha
observado que la administracion intravenosa de bombesina a dosis bajas (81 pmol/kg/h,
aproximadamente 0.13 ug/kg/h) estimula la secrecién basal (Bado et al., 1989). Estas
acciones se han relacionado con la capacidad de la bombesina para actuar
directamente sobre células G estimulando la liberacion de gastrina y, por lo tanto,
estimulando la secrecion acida. Asi, en el perro y la especie humana, la infusion de
dosis bajas de bombesina o de GRP resulta en un aumento paralelo en los niveles
circulantes de gastrina y en la tasa de secrecion acida gastrica (Varner et al., 1981;
Walsh et al., 1981; Hirschowitz y Molina, 1983). Sin embargo, aumentos en las dosis de
bombesina no se acompafian de incrementos paralelos en la tasa de secrecion, y en
ocasiones incluso hay una tendencia a la inhibicion, a pesar de que los niveles de
gastrina se mantienen elevados. Efectos similares se han descrito también en la rata,
especie en la cual, en determinados protocolos experimentales, la bombesina puede
inducir respuestas estimulantes (Rossowski et al., 1989; Sandvik et al., 1989; Weigert et
al., 1996). Estos resultados sugieren que la bombesina/GRP libera no sélo un
estimulante de la secrecion (gastrina) sino también un factor inhibidor y que los efectos
finales sobre la secrecién dependerian de un balance entre las acciones estimulantes y
las acciones inhibitorias de estos mediadores. En este estudio, la infusidon intravenosa
de bombesina no modificé la secrecidon basal en animales de tipo salvaje lo que puede
interpretarse como resultado del balance comentado anteriormente entre acciones
inhibitorias y acciones estimulantes. Igualmente, cuando la secrecion se estimulé con
secretagogos soOlo se observaron respuestas de tipo inhibitorio, tal y como se ha
comentado anteriormente; lo que puede sugerir un predominio de los mecanismos
inhibitorios sobre los estimulantes.

Si efectivamente las respuestas secretoras a la bombesina dependen de un
balance entre las acciones estimulantes de la gastrina y las inhibitorias de la
somatostatina cabria esperar que la eliminacion de los efectos de la somatostatina
desenmascarase una respuesta estimulante asociada a la activacion de células G. Sin
embargo, la eliminacion del componente inhibitorio dependiente de somatostatina, o
bien con el empleo de animales SSTR2 -/- o mediante el bloqueo farmacoldgico del
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receptor SSTR2 con el antagonista selectivo, PRL 2903, en animales de tipo salvaje, no
reveld ningun tipo de respuesta hipersecretora asociada a la administracion de
bombesina. En estas condiciones experimentales, en las que se eliminan los efectos de
la somatostatina, los animales alcanzan unos niveles de secrecion similares a las
respuestas observadas durante la administracion de histamina. Esto podria sugerir que
en estas condiciones se ha alcanzado la capacidad secretora maxima del estbmago y
que por lo tanto es imposible observar respuestas estimulantes asociadas a la
liberacion de gastrina. Sin embargo, durante el tratamiento con el anticuerpo anti-
somatostatina, en el que los niveles de secrecion acida alcanzados son
significativamente mas bajos que con el bloqgueo de los receptores SSTR2, la
bombesina tampoco estimuld la secrecion acida gastrica. Ademas, tal y como se ha
demostrado anteriormente, en animales SSTR2 -/- tanto la pentagastrina como la
histamina son capaces de estimular la secrecion, a pesar de la elevada tasa de
secrecion basal observada durante la anestesia con uretano; lo que sugiere que en
estos animales no se ha alcanzado aun la capacidad secretora maxima del estobmago.
Estas observaciones, en su conjunto, sugieren que, en el raton, la bombesina no
modula los mecanismos estimulantes de la secrecion acida gastrica y, por lo tanto, los
efectos de este neuropéptido sobre la secrecion se deben Unicamente a acciones
dependientes de la liberacion de somatostatina y la consiguiente activacion de
receptores SSTR2 (Fig. IV.3.11).

Razonamientos similares a los expuestos anteriormente para la bombesina se
han empleado para estudiar la posible implicacion de la somatostatina en el mecanismo
de accién del PACAP. Las acciones del PACAP sobre la secrecion acida gastrica han
sido poco estudiadas, y unicamente en la rata. Hasta el momento, los estudios
realizados en ratén se han centrado en la caracterizacion de las acciones del PACAP
sobre el control de la funcion endocrina pancreatica (Inagaki et al., 1994, 1996).

Los estudios realizados in vivo en la rata sugieren que, administrado
periféricamente, el PACAP inhibe la secrecion acida, tanto basal como estimulada,
aunque el mecanismo de accion no se conoce con exactitud (Mungan et al., 1992,
1995). Observaciones in vivo sugieren un posible efecto directo sobre la célula parietal
(Mungan et al.,1995), sin embargo, estudios in vitro sugieren que los efectos del
PACAP estan mediados principalmente a través de la liberacién de somatostatina (Li et
al., 2000). Los resultados obtenidos demuestran que, al igual que en la rata, en el raton,
el PACAP, administrado periféricamente, inhibe la secrecion acida gastrica estimulada
por diferentes secretagogos, sin modificar la secrecion basal. Estudios realizados in
Vivo en ratas concientes muestran que dosis elevadas de PACAP (225 ug/kg) inhiben la
secrecion acida basal (Mungan et al., 1995). Sin embargo, en el presente estudio, el
PACAP, a dosis de hasta 270 pg/kg no modifico la secrecidon basal en animales SSTR2
+/+. Estas diferencias se podrian deber, una vez mas, al modelo experimental
empleado; ya que debido a la baja secrecion basal observada durante la anestesia con
uretano es dificil observar respuestas inhibitorias. Por otro lado, los resultados
obtenidos cuando se estudid el efecto del PACAP sobre la secrecién estimulada
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coinciden, sin embargo, con los obtenidos en la rata. En esta especie, tanto in vivo
como in vitro, el PACAP inhibio la secrecion estimulada por diferentes secretagogos
(pentagastrina, histamina y carbacol) (Mungan et al., 1992, 1995; Li et al., 2000) con
una potencia similar a la observada en este estudio. En el ratén, la potencia del PACAP
inhibiendo la secrecidon estimulada por secretagogos fue pentagastrina > histamina ~
betanecol; lo que coincide con lo observado en ratas conscientes con fistulas gastricas
cronicas, pero difiere de lo observado en animales con el piloro ligado, en los que los
efectos secretores del carbacol no fueron modificados por el PACAP (Mungan et al.,
1992, 1995). En su conjunto, estas observaciones sugieren que, tanto en la rata como
en el ratéon, el PACAP ejerce sus efectos antisecretores interfiiendo la accion
estimulante de la gastrina sobre las células ECL y, en menor medida, por efecto directo
sobre la célula parietal. Apoyando esta doble accion del PACAP se ha demostrado la
presencia de receptores funcionales para PACAP en células ECL (Zeng et al., 1996,
1999; Pisegna et al., 2000) y se ha sugerido su existencia en células parietales (Healey
et al., 1998).

De nuevo, los efectos observados en animales SSTR2 -/-, mediante el bloqueo
farmacolégico del receptor SSTR2 o tras la inmunoneutralizacion de la somatostatina
endogena sugieren que las acciones del PACAP son somatostatina- y SSTR2-
dependientes. En primer lugar, la somatostatina y el PACAP, administrados por via
intravenosa, inhiben la secrecion acida gastrica estimulada por pentagastrina en
animales SSTR2 +/+, mientras que ninguno de los dos péptidos modifica la secrecion
en animales SSTR2 -/-. Por otro lado, el anticuerpo anti-somatostatina, CURE S.6,
previno completamente las acciones antisecretoras del PACAP, y lo mismo sucedid
cuando se empled el antagonista de los receptores SSTR2, PRL-2903. Estos resultados
coinciden con estudios recientes realizados en estdmago aislado de rata, en los que la
inmunoneutralizaciéon de la somatostatina revirtio en un 80% los efectos inhibitorios del
PACAP (Li et al.,, 2000). Sin embargo, discrepan de estudios realizados en ratas
conscientes con el piloro ligado, en los cuales un anticuerpo antisomatostatina no
bloqued las acciones inhibitorias del PACAP (Mungan et al., 1995). En dicho estudio, la
eficacia del anticuerpo utilizado se demuestra por el cambio, incremento, en los niveles
circulantes de gastrina; sin embargo, los autores no muestran cambios en la secrecion
acida asociadas a las variaciones hormonales; con lo cual es dificil determinar si el
anticuerpo alcanza concentraciones tisulares, tanto en antro como en fundus,
suficientes para bloquear de forma efectiva la liberacion y el efecto local de la
somatostatina. Por otro lado, la ineficacia de la inmmunoneutralizacion frente a los
efectos del PACAP es semejante a la observada, también en la rata, cuando la misma
técnica se empled para determinar la implicaciéon de la somatostatina en el mecanismo
de accion de la bombesina (Martinez et al., 1995). En su conjunto, estos resultados
negativos podrian sugerir la existencia de caracteristicas especie-especificas que
hacen que en la rata, a diferencia del ratén, la inmunoneutralizacién in vivo no sea la
técnica mas adecuada para la caracterizacion de este tipo de mecanismos locales de
accion.



Resultadosy Discusién - 115

- Célula

H* Cl
Histamina N\~ Parietal
Gastrlna I \
©)

Célula G @A cCR
Célula| SSTR2 e O

e
k
GRP? SSTR2? » j‘ ‘,

A AeN Re - Somatostatlna I

I N
, , I PACAP
1
\ ! /@ (1 VPAC ,
\ PACAP GRP A | Célula D

\

\\ .
Bombesina

Figura IV.3.11. Modelo representativo del mecanismo de accion de la bombesina y del
PACAP en la regulacion de la secrecién acida gastrica /7 vivo en el ratén. Tanto la
bombesina como el PACAP estimularian la liberacién de somatostatina de células D,
actuando a través de receptores para GRP y de receptores para PACAP del tipo
VPAC, respectivamente. A su vez, la somatostatina actuaria sobre receptores SSTR2
localizados en células ECL, inhibiendo la liberacibn de histamina, y en células
parietales inhibiendo directamente la secrecién acida. Las lineas discontinuas
muestran posibles mecanismos de accion de la bombesina, el PACAP vy la
somatostatina, seguiin se ha descrito para otras especies a partir de estudios tanto /7
vivo como /n vitro, sin embargo, los resultados obtenidos en estos estudios no apoyan
su presencia en el ratén.

Estudios in vitro en estdmago aislado de rata y en antro porcino sugieren que el
PACAP estimula la liberacién de somatostatina (Li et al., 2000; Tornoe et al., 2001).
Aunque en el presente estudio no se han determinado los niveles de somatostatina, los
resultados obtenidos in vivo apoyan estas observaciones y aportan un significado
funcional a las mismas. De acuerdo con estas observaciones, se ha demostrado que el
PACAP estimula de manera dosis dependiente la liberacion de somatostatina en
cultivos de células D fundicas de rata, lo que sugiere una accion directa del péptido
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sobre las mismas (Zeng et al., 1996, 1999). Ademas, PACAP y VIP mostraron una
eficacia similar estimulando la liberacion de somatostatina, lo que sugiere que dicho
efecto esta mediado a través del receptor comun PACAP/VIP, VPAC (Zeng et al., 1999;
Zeng y Sachs, 2002). De acuerdo con estas observaciones, estudios in vitro han
demostrado que el VIP estimula la liberacion de somatostatina en preparaciones
aisladas de estomago de ratén (Schubert, 1991). Por lo tanto, se podria deducir que, en
el ratén, tanto el VIP como el PACAP actuan preferentemente estimulando la liberacion
de somatostatina a través de un mecanismo que implicaria la activacion de un receptor
comun del tipo VPAC localizado en células D. Aunque en el presente estudio no se han
valorado los niveles de somatostatina, los resultados obtenidos estan de acuerdo con
una accion del PACAP induciendo la liberacién de esta hormona.

Estudios in vitro, en preparaciones aisladas de estdmago y en cultivos celulares
primarios enriquecidos en células ECL de rata muestran, ademas, que el PACAP
estimula la liberacion de histamina por accion directa sobre células ECL (Zeng et al.,
1999, Lindstrom et al., 2001a, b; Sandvik et al., 2001). Corroborando estas
observaciones, estudios moleculares mediante analisis por Western Blot y RT-PCR han
demostrado la presencia del receptor de PACAP, PAC1, en células ECL (Zeng et al.,
1998, 1996). Estas observaciones sugieren que el PACAP podria estimular la secrecion
acida gastrica a través de la liberacion de histamina de células ECL. Sin embargo,
pocos estudios in vivo han podido demostrar un efecto estimulante del PACAP sobre la
secrecion acida, y sélo en condiciones en las que se inmunoneutralizé la somatostatina
enddgena se observaron aumentos en la secrecion asociados a la administracion del
péptido (Zeng et al., 1999; Pisegna et al., 2000). Estos resultados sugieren que el
PACAP modularia la secrecion acida gastrica mediante un doble mecanismo
dependiente de la liberacién de histamina de células ECL y de la liberacion de
somatostatina de células D. Sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio
discrepan con esta hipétesis. En ningun caso la infusion intravenosa de PACAP
estimuld la secrecion acida basal en los animales SSTR2 +/+. Ademas, cuando en
estos animales se eliminaron los mecanismos inhibitorios dependientes de la
somatostatina, mediante inmunoneutralizacién del péptido o por bloqueo farmacoldgico
de los receptores SSTR2, no se observaron respuestas estimulatorias asociadas a la
infusion de PACAP. Finalmente, la administracién PACAP en ratones SSTR2 -/-, en los
cuales las vias inhibitorias dependientes de somatostatina son afuncionales, produjo
Unicamente un incremento moderado de la secreciéon acida, sin alcanzar valores
estadisticamente significativos. En estdmago aislado de ratén, se ha visto que el VIP,
que media sus acciones biologicas por los mismos receptores que el PACAP, produce
un aumento leve (~21%) y transitorio (~5 min) de la secrecion acida (Schubert, 1991).
Esta respuesta es similar a la observada en animales SSTR2 -/- en los que el PACAP
mostré una tendencia a estimular la secrecién basal. Sin embargo, ese efecto no se
observé cuando se bloqued el receptor SSTR2 con PRL-2903 o cuando se bloqueo la
accion de la somatostatina endégena por inmunoneutralizacion. La falta de acciones
estimulantes del PACAP podria asociarse a un efecto del anestésico sobre las células
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ECL. Asi, estudios in vitro en células ECL aisladas de rata sugieren que el uretano
reduce la actividad secretora de las mismas (Norlén et al., 2000). Sin embargo, estudios
similares en estdmago aislado de rata sugieren que el efecto inhibitorio del uretano
sobre la liberacion de histamina de las células ECL es negligible comparado con el de
otros anestésicos (Cui et al.,, 2002), lo que indicaria que la falta de respuestas
estimulantes no se debe a un efecto del anestésico a nivel de la célula ECL. Por lo
tanto, en conjunto, en el ratén y en las condiciones experimentales empleadas en estos
estudios, estos resultados no apoyan una accion directa del PACAP sobre células ECL
induciendo la liberacién de histamina y cuestionan la relevancia fisiolégica de las
observaciones realizadas in vitro en el estémago aislado de ratén (Schubert, 1991).

En resumen, tanto la bombesina como el PACAP inhiben la secrecién acida
gastrica estimulada en el raton, sin que haya evidencias claras de que puedan participar
también en respuestas de tipo estimulante. Los efectos observados en animales SSTR2
-/- o mediante el bloqueo farmacolégico del receptor SSTR2 o la inmunoneutralizacion
de la somatostatina endégena en animales SSTR2 +/+ sugieren que las acciones de
ambos péptidos estan mediadas a través de la liberacion de somatostatina y la
consiguiente activacion de receptores SSTR2 (Fig. IV.3.11).

Diferentes estudios han establecido un vinculo funcional entre la somatostatina y
varios neuropéptidos con actividad bioldégica antisecretora. Por ejemplo, se ha
demostrado que el polipéptido insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP), el
polipéptido asociado al glucagén (GLP), la amilina o la adrenomedulina inhiben la
secrecion acida en la rata a través de mecanismos dependientes, total o parcialmente,
de la liberacion de somatostatina (Briard et al., 1997). Algunas de estas observaciones
han sido confirmadas en estudios in vitro en estdmago aislado de raton. Asi, por
ejemplo, empleando este modelo in vitro se ha demostrado que la amilina estimula la
liberacion de somatostatina e inhibe la liberacién de histamina (Zaki et al., 2002). Estas
observaciones, junto con los resultados obtenidos en estos estudios, sugieren que la
célula D podria actuar como una célula diana comun para diversos neuropéptidos
gastrointestinales que regulan la secrecion acida gastrica. De estas forma, la célula D
se comportaria como un centro integrador de sefiales de tipo inhibitorio, cuya
estimulacion se traduciria en la liberacion de somatostatina y la consiguiente activacion
de receptores SSTR2 en células ECL y parietales, lo que resultaria en una inhibicion de
la secrecion acida.

Conclusiones

En conjunto, los resultados obtenidos, demuestran que en el ratdn, al igual que se
ha demostrado previamente para otras especies, tanto la bombesina como el PACAP
actuan periféricamente inhibiendo la secrecion acida gastrica estimulada por diferentes
secretagogos; sin que haya evidencias de que participen en respuestas estimulantes.
La actividad inhibitoria frente a los secretagogos empleados (gastrina > histamina >
betanecol) sugiere que ambos péptidos actuan a través de un mecanismo que implica
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la inhibicién de la liberacion de histamina de células ECL, aunque no puede descartarse
cierto efecto sobre células parietales.

Ademas, los resultados obtenidos utilizando animales modificados genéticamente,
una aproximacion farmacolégica (bloqueo de los receptores SSTR2) y la
inmunoneutralizacién de la somatostatina demuestran que los efectos de ambos
péptidos estan mediados a través de la liberacion de somatostatina y la consiguiente
activacion de receptores SSTR2. La presencia de receptores para bombesina/GRP y
para PACAP en las células D hace plausible la hipétesis de un efecto directo de estos
péptidos sobre la célula D estimulando la liberacién de somatostatina, que a su vez
actuaria localmente sobre receptores SSTR2, localizados en células ECL y también en
células parietales, inhibiendo la secrecion acida (Figura IV.3.11).

Estudios in vivo e in vitro han demostrado que otros neuropéptidos inhibidores de
la secrecién acida gastrica, como el GLP, la adrenomedulina o la amilina, tienen
mecanismos de accion total o parcialmente dependientes de somatostatina. Estas
observaciones junto a los resultados obtenidos en estos estudios permiten hipotetizar
qué la célula D podria funcionar como un centro de integracion de sefiales de tipo
inhibitorio que serian, con independencia de su origen, traducidas en un mecanismo
inhibitorio comun, mediado localmente por la somatostatina.
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En su conjunto, los estudios realizados se han centrado en la caracterizacion de
mecanismos de control de la secrecion acida gastrica en el raton, in vivo, en diferentes
situaciones experimentales, incluyendo el empleo tanto de animales normales como de
animales con potenciales alteraciones en la funcién gastrica y sus mecanismos de
control, como es el caso de la irritacién quimica con yodoacetamida o la manipulacion
genética dirigida a interferir factores directamente implicados en la regulacion de la
funcion gastrica, en este caso el receptor de tipo 2 de la somatostatina. Estos estudios
confirman la utilidad del ratén como un modelo experimental adecuado para el estudio
de los mecanismos de control de la secrecién acida, tanto en condiciones normales
como fisiopatoldgicas. En este sentido, los resultados obtenidos corroboran y completan
observaciones previas obtenidas tanto en el ratdn como en otras especies empleando
diferentes modelos experimentales in vivo e in vitro.

Los resultados obtenidos confirman el papel esencial que desempefan la
somatostatina y el receptor SSTR2 en el control de la secrecidon acida gastrica. Esta
conclusion se desprende de las observaciones realizadas en animales anestesiados
con uretano y de la manipulacion tanto farmacoldgica como genética de los receptores
SSTR2. Por primera vez, se ha determinado de forma sistematica la implicacién relativa
de los diferentes subtipos de receptores de somatostatina (SSTR1-5), empleando
agonistas selectivos para los mismos. Las observaciones realizadas indican que, a
pesar de que todos los receptores estan presentes en el estémago (Bruno et al., 1993;
Prinz et al., 1994; Raulf et al., 1994), unicamente el receptor de tipo 2 desempefia un
papel significativo en el control de la secrecion acida gastrica. Esta conclusion se
confirma con los resultados obtenidos empleando el antagonista selectivo de los
receptores SSTR2, PRL-2903, y animales modificados genéticamente carentes de este
receptor. Ademas, las acciones antisecretoras de la somatostatina junto a los efectos
de la inmunoneutralizacién de la gastrina enddgena y el bloqueo de los receptores H2
apoyan la hipotesis de que el receptor SSTR2 media en su totalidad las acciones de la
somatostatina enddégena inhibiendo la secrecion 4&cida gastrica a través,
fundamentalmente, de un efecto sobre células ECL, probablemente bloqueando la
accion estimulante de la gastrina endégena sobre las mismas y, por lo tanto, inhibiendo
la liberacion de histamina. Este mecanismo de accidn coincide con el sugerido a partir
de estudios in vitro en estdmago aislado de ratén (Vuyyuru y Shubert, 1997;
Komassaka et al., 2002) y con el propuesto en otras especies (Coy y Rossowski, 1995;
Rossowski et al., 1994). Es de interés destacar que los animales SSTR2 -/- son
aparentemente normales en cuanto a su morfologia gastrica, tanto macro como
microscopica. Estos animales presentan una mucosa aparentemente normal, con una
abundancia relativa de células G y de células D similar a la observada en animales de
tipo salvaje. Esto contrasta con lo observado en otros modelos genéticos que afectan a
la funcién secretora gastrica en los cuales se describen, de forma general, alteraciones
significativas en la morfologia de la mucosa (Samuelson y Hinkle, 2003). La aparente
normalidad de la mucosa se acompafia de una secrecion basal normal y de una
respuesta secretora al alimento también normal; mientras que en otros modelos
genéticos las alteraciones morfolégicas se suelen asociar a cambios funcionales en
situacion basal (Samuelson y Hinkle, 2003). La normalidad en las funciones secretoras
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se acompana ademas de una ausencia de variaciones en la tasa de vaciamiento
gastrico, lo que sugiere que el receptor SSTR2 no participa en la regulacion de
funciones motoras, aunque no puede excluirse que en estos animales se den
mecanismos compensatorios que normalizen el vaciamiento gastrico en ausencia de
este receptor.

Ademas de la somatostatina, diferentes estudios han demostrado que otros
neuropéptidos y hormonas gastrointestinales inhiben la secrecion acida gastrica (Lloyd
y Debas, 1994; Lloyd y Walsh, 1994; Hersey y Sachs, 1995). En el presente estudio se
demuestra, por primera vez, que la bombesina y el PACAP, al igual que en otras
especies, inhiben la secrecién acida gastrica, in vivo, en el ratén. Estos resultados
confirman observaciones realizadas previamente in vitro, y aportan un significado
funcional a las mismas (Li et al., 2000; Sandvik et al., 1989). A pesar de ello, no pueden
decartarse diferencias en el mecanismo de accién, tanto de la bombesina como del
PACAP, con el propuesto en otras especies, fundamentalmente la rata. En este sentido,
ninguno de estos dos péptidos parece mediar respuestas de tipo estimulante, incluso en
condiciones en las que se elimind el componente inhibitorio dependiente de la
somatostatina. De nuevo, la combinaciébn de técnicas farmacolégicas y de
inmunoneutralizacién asi como la manipulacién genética ha permitido demostrar que la
accion inhibitoria de la bombesina y el PACAP no se debe a una accién directa de los
péptidos sobre células ECL o parietales sino que se trata mas bien de un efecto
indirecto mediado por la liberacion de somatostatina y la consiguiente activacion, en
esos tipos celulares, de receptores SSTR2. Estas observaciones, junto a las realizadas
para otros neuropéptidos inhibitorios para los que se ha demostrado la implicacion en
su mecanismo de accion de la liberacién local de somatostatina y/o la implicacién de
receptores SSTR2 (Rossowski et al., 1998; Zaki et al., 2002), permiten elaborar la
hipétesis de que la célula D podria funcionar como un centro de integracion de senales
de tipo inhibitorio. Estas senales estimularian la liberacién de somatostatina, la cual, a
través de la estimulacion de receptores SSTR2, localizados preferentemente en células
ECL y parietales, seria el principal mediador inhibitorio. Este mecanismo podria suponer
una simplificaciéon en los sistemas biolégicos de control de la secrecion. Segun el
mismo, no seria necesario que todos, o la mayoria de los tipos celulares implicados en
el control de la secrecion expresaran receptores funcionales para todos los potenciales
moduladores de la misma. Unos pocos tipos celulares, como se sugiere aqui para las
células D, se encargarian de integrar sefiales de otras areas del tracto gastrointestinal,
e incluso sefiales de origen extra-digestivo, que transmitirian a las células efectoras,
que de esta forma sélo precisan de un numero limitado de receptores para responder a
un gran espectro de sefales bioldgicas.

La funcién secretora gastrica puede verse alterada, ademas de por la
manipulacién directa de sus mecanismos de control, como se ha visto para animales
manipulados genéticamente, en estados patoldgicos. Asi, la gastritis representa una
alteracion local en la cual los mecanismos inflamatorios parecen ser los responsables
primarios de cambios funcionales que afectan, entre otros, a los mecanismos de control
de la secrecion acida. Estos cambios tienden tanto a perpetuar el estado inflamatorio
(actividad pro-inflamatoria) como a compensarlo (actividad anti-inflamatoria). En el
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ratén, la gastritis inducida por irritacion quimica de la mucosa gastrica con
yodoacetamida resulta, segun los resultados obtenidos en este trabajo, en una
alteracion significativa de la secrecion acida gastrica y, por lo tanto, puede considerarse
como un modelo de interés para estudiar alteraciones fisiopatologicas de la secrecion y
para la caracterizacién de dianas de interés terapéutico en el control de la misma. Las
alteraciones observadas sugieren dos tipos de cambios paralelos en la funcion
secretora gastrica: i) un incremento en la capacidad secretora gastrica, asociado
probablemente a la respuesta inflamatoria, debido a una potencial alteracién en los
sistemas inhibitorios de control dependientes de somatostatina y/o a un aumento en la
eficacia de los sistemas estimulantes; y ii) un descenso en la capacidad secretora
asociada a cambios, aumentos, en la sintesis de prostaglandinas. Ambos tipos de
respuestas han sido observadas en varios modelos animales de gastritis, tanto de
origen infeccioso como no infeccioso (Barnett et al., 2000; Zavros et al., 2002a, b, c).
Las observaciones derivadas de modelos animales con infeccion bacteriana sugieren
que en esas condiciones el estbmago tiende a maximizar su capacidad secretora para
evitar el sobrecrecimiento bacteriano. En estos modelos se ha sugerido que las
modificaciones en el sistema inhibitorio dependiente de células D, y por lo tanto de los
niveles y liberacion de somatostatina gastrica, constituyen el componente principal de
esta respuesta (Zavros et al., 2002c). El empleo, en estudios futuros, de animales
manipulados genéticamente en los cuales se ha modificado este sistema (como son,
por ejemplo, los animales carentes del receptor SSTR2) puede ayudar a determinar la
importancia de este mecanismo. En el caso de la gastritis inducida por un irritante
quimico, como es el modelo usado en este estudio, el aumento en la tasa de secrecion
tendria un efecto diluyente del irritante en el lumen gastrico, reduciendo su actividad
agresiva sobre la mucosa. Por el contrario, los aumentos en la sintesis de
prostaglandinas tenderian a minimizar la respuesta secretora gastrica, sobre todo en
presencia de secretagogos, para evitar un contenido excesivo de acido y la lesion de la
mucosa por el contacto con el mismo. En conjunto, la coexistencia de estos dos
mecanismos antagonicos parece resultar en una tasa elevada de secrecion basal y una
respuesta aumentada a secretagogos. Sin embargo, el hecho de que las respuestas
secretoras observadas puedan aun incrementarse cuando se inhibe la sintesis de
prostaglandinas con indometacina, sugiere que la actividad secretora gastrica, aunque
aumentada, tiende a mantenerse dentro de unos limites que evitarian que la mucosa se
lesionase por la presencia de un exceso de acido en el lumen gastrico. Ademas, los
resultados obtenidos demuestran que los mastocitos, células que no parecen tener un
papel primario en la regulacion de la secrecion acida gastrica en condiciones normales,
pero que son reclutados durante el proceso inflamatorio, pueden contribuir a las
respuestas hipersecretoras gastricas observadas. Esta observacion estda de acuerdo
con datos que implican a los mastocitos en diferentes patologias gastrointestinales.
Observaciones recientes vinculan, ademas, a la somatostatina en las respuestas
funcionales asociadas a la activacion de mastocitos (Saavedra y Vergara, 2003); de
nuevo, el empleo de un modelo animal manipulado genéticamente, como son los
ratones SSTR2 -/-, puede ser de gran interés para confirmar esta relacion funcional.
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Aunque la implicacion de la somatostatina en las alteraciones secretoras
asociadas a la gastritis no se ha estudiado directamente, los resultados obtenidos en
otros modelos junto a los cambios secretores observados en este estudio hacen
plausible la hipotesis de que cambios en el sistema inhibitorio dependiente de
somatostatina pueden ser un componente importante de las alteraciones secretoras
asociadas a la gastritis. Una disminucion en la actividad de este sistema, tanto en
respuesta a sefiales gastricas como a sefiales asociadas a otros neuropéptidos con una
accion convergente en las células D, como se ha mencionado anteriormente, puede
resultar, o al menos ser un componente significativo, en las respuestas hipersecretoras
observadas en los animales con gastritis.

Como ya se ha comentado, irrespectivamente del modelo empleado, los
resultados obtenidos demuestran, en su conjunto, la validez del ratdbn como modelo
animal en biomedicina para el estudio de los mecanismos de control, tanto en
condiciones fisiologicas como fisiopatoldgicas, de la secrecion acida gastrica y la
caracterizacion de dianas con potencial interés terapeutico. Los mecanismos de control
estudiados muestran una gran semejanza entre el raton y otras especies de uso mas
comun en investigacion, sobre todo la rata. Sin embargo, parecen existir diferencias de
tipo especie-especificas que acrecentan el interés de estos modelos. Ademas, la
posibilidad de emplear animales modificados genéticamente, por si mismos o
combinados con modelos fisiopatoldgicos, hace interesante la caracterizacion de
mecanismos basicos de control en esta especie.



VI — CONCLUSIONES
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En el ratén, la administracion oral del irritante quimico yodoacetamida induce
una gastritis leve caracterizada por la presencia de un infiltrado inflamatorio
difuso, con un incremento en el numero de mastocitos en la submucosa, y la
ausencia de lesiones aparentes, macro o microscépicas, en la mucosa.

La gastritis leve inducida por yodoacetamida altera los mecanismos de
control de la secrecion acida gastrica, lo que resulta en una elevada
secrecion basal y una respuesta hipersecretora a los secretagogos gastrina
e histamina, sin afectar significativamente la tasa de vaciamiento gastrico.

Durante la gastritis inducida por yodoacetamida, tanto mediadores de origen
mastocitario como las prostaglandinas modulan la respuesta secretora
gastrica. Mediadores de origen mastocitario incrementan la respuesta
secretora, tal y como sugieren los resultados obtenidos en animales tratados
con cromoglicato sdédico; mientras que las prostaglandinas tienden a
compensar estados de hipersecrecion minimizando la exposicion de la
mucosa gastrica al acido y, por lo tanto, manteniendo su integridad.

Los ratones manipulados genéticamente en los cuales se ha eliminado el
gen que codifica para el receptor de tipo 2 de la somatostatina son normales
en cuanto a su morfologia gastrica, y presentan una abundancia relativa de
células de tipo D y G en la mucosa similar a la de animales de tipo salvaje.
Ademas, tanto en ayunas como en estado postprandial, la actividad
secretora gastrica en animales conscientes es similar a la de ratones de tipo
salvaje, lo que sugiere la existencia de mecanismos alternativos que, en
condiciones fisioldgicas, compensan la falta del receptor SSTR2.

La anestesia con uretano pone de manifiesto la carencia del receptor SSTR2
en los animales manipulados genéticamente, resultando en una secrecion
acida gastrica basal entre 10 y 15 veces superior a la de los animales de tipo
salvaje. Esta elevada secrecion basal es totalmente dependiente de la
activacion de células parietales a través de la via gastrina-histamina.

El uso combinado de ratones carentes del receptor SSTR2, la
inmunoneutralizacion in vivo de la gastrina y la somatostatina enddgenas y
la manipulacién farmacolégica de los receptores para la somatostatina, ha
permitido demostrar que, en el ratén, al igual que en otras especies, los
efectos periféricos de la somatostatina sobre la secrecion acida gastrica
estan mediados, en su totalidad, por receptores SSTR2.

La actividad antisecretora de la somatostatina frente a los secretagogos
pentagastrina e histamina y la presencia de receptores SSTR2 en células
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ECL y en células parietales hace plausible la hipdtesis de que la
somatostatina regule la secrecién acida gastrica a través de un mecanismo
paracrino que implica la inhibicién de la liberacion de histamina de células
ECL y, en menor medida, un efecto inhibitorio directo sobre las células
parietales.

En ratones carentes del receptor SSTR2 la tasa de vaciamiento gastrico de
una comida sodlida nutritiva es similar a la observada en animales de tipo
salvaje, indicando que este receptor no participa en la regulaciéon del
vaciamiento gastrico o que, en su ausencia, mecanismos compensatorios
normalizan el proceso de vaciamiento.

En el ratdn, tanto la bombesina como el polipéptido activador de la adenilil
ciclasa pituitaria, PACAP, actiuan periféricamente inhibiendo la secrecion
acida gastrica, sin que haya evidencias de que participen en respuestas
estimulantes. La actividad antisecretora frente a los secretagogos gastrina,
histamina y betanecol sugiere que ambos péptidos actuan, preferentemente,
inhibiendo la liberacion de histamina de las células ECL, aunque no puede
descartarse cierto efecto sobre la célula parietal.

El uso combinado de animales carentes del receptor SSTR2, la
inmunoneutralizacion in vivo de la somatostatina endégena y el bloqueo
farmacoldgico de los receptores SSTR2 demuestran que, en el raton, los
efectos antisecretores de la bombesina y del PACAP estan mediados a
través de la liberacion de somatostatina y la consiguiente activacion de
receptores SSTR2.

Conclusién general

Los resultados obtenidos demuestran la validez del ratdn para el estudio de los
mecanismos de regulacion de la funcion secretora gastrica, tanto en animales
normales como en modelos fisiopatolégicos o basados en la manipulacion genética.
El uso de estos modelos puede ser de interés para la caracterizacion de
alteraciones en los mecanismos de control asociados a estados fisiopatolégicos asi
como para la identificacion y caracterizacién de dianas con potencial interés
terapéutico para la especie humana.
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