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JUSTIFICACION DE ESTA TESIS DOCTORAL

La somatostatina es un tetradecapéptido ciclico
aislado del hipotéalamo, péncreas y tracto gastrointestinal
de diversas especies animales (BRAZEAU y cols., 1973;
SCHALLY y cols., 1976; NOE y cols., 1979; SPIESS y cols.,
1979; BENOIT y cols., 1980; BOHLEN y cols., 1981), cuya
funciodn fisiolbégica parece estar relacionada con su
capacidad para inhibir 1la secrecién de otras muchas
hormonas. Sus acciones han sido ampliamente estudiadas
en los tres lugares donde parece desempefiar un papel
fisiolégico. Son éstos 1la hip6fisis, donde inhibe 1la
liberacién de hormona del crecimiento y de tirotropina
(BRAZEAU y cols., 1973; VALE y cols., 1975), el péancreas
endocrino, donde ejerce wuna funcién reguladora sobre
la secrecién de insulina y glucagdén (ARIMURA y FISHBACK,
1981; GERICH, 1981) y el tracto gastrointestinal, donde
actila inhibiendo 1la secrecidén de un gran numero de
secreciones y hormonas (POLACK y <cols., 1975; ARNOLD
y LANKISCH, 1980). Sus acciones en otros sistemas organicos
han sido estudiados con menor intensidad, En 1lo que
respecta a las acciones de 1la somatostatina sobre el
aparato cardiovascular han sido escasos 1los estudios
realizados y es pocc 1lo que se sabe hasta la fecha.

Algunos autores han descrito una disminucién de la presidn



V-

arterial por accién de 1la somatostatina (MOULOPOULOS
y cols., 1978). Otros autores, sin embargo, no encuentran
estos efectos en humanos (TYDEN y cols., 1979; ROSENTHAL
y cols., 1978a, 1978b). Recientemente, GRECO y cols.
(1984) han enéontrado que la somatostatina podria disminuir
la conduccidn auriculo-ventricular.

Sin embargo, hasta el momento actual, unicamente
QUIRION y <cols. (1979) han 1llevado a cabo estudios in
vitro sobre las acciones que la somatostatina ejerce
sobre el miocardio de distintas especies animales. Estos
autores han puesto de manifiesto por primera vez que
la somatostatina ejerce un efecto inotrépico negativo
en las auriculas aisladas de cobayo, posiblemente mediado
a través de 1la interaccién con receptores especificos.
No obstante, los estudios de QUIRION y cols. (1979) adolecen
de tres defectos importantes:

1) Estos autores no llegaron a observar
ningin efecto de la somatostatina sobre la funcidén sinusal,
debido al escaso nUmero de experimentos realizados vy
a que no determinaban en sus preparaciones algunos
parametros de funcidén sinusal como el tiempo de recuperacidn
del nodo del seno.

2) En sus experimentos no realizaron
registros de 1los potenciales de accidén cardiacos, por
1o que carecemos de informacién sobre 1los efectos de
la somatostatina sobre las propiedades electrofisiolégicas

de las fibras miocardicas.
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3) Aunque de una manera indirecta propusieron
que la somatostatina podria interferir con el flujo
de entrada de calcio a las fibras miocardicas, no llevaron
a cabo estudios de flujos idénicos que confirmasen esta
hipbtesis.

Por estas razones, nos ha parecido interesante
estudiar en esta Tesis Doctoral 1los efectos de 1la
somatostatina sobre las propiedades electromecanicas
en fibras musculares auriculares y en masculos papilares

45

aislados de cobayo, asi como sobre los flujos de Ca

en las auriculas de este especie animal.
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ABREVIATURAS UTILIZADAS EN ESTA TESIS

Ach acetilcolina.

ACTH : corticotropina.
AMPc : monofosfato ciclico de adenosina.

ATP-asa: adenosina-~trifosfatasa.

AV : auriculo~ventricular.

Bom : bombesina.

Bq : becquerelio (desintegracién/segundo).

°C : grados centrigrados.

Ca2+ : ién calcio.

lCa2+l1: concentracién intracelular de ién calcio.

ICa2+|°: concentracidn extracelular de ién calcio.

45ca  : calcio 45.

CCK ¢ colecistoquinina.

cpm ¢ cuentas por minuto.

DA : dopamina.

DE50 : dosis eficaz 50

df/dt max : maxima velocidad de desarrollo de fuerza contractil.

DPA50 : duracidén del potencial de accidén al 50% de repolariza-
cidn,

DPA90 : duracidén del potencial de accidén al 90% de repolariza-
cidn,

dpm ¢ desintegraciones por minuto.

E.S.M. : error estindar de la media.
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FSH : hormona foliculo-estimulante.

g : gramo.

GABA : Acido gamma-aminobutirico.

GH ¢ hormona del crecimiento.

GHRH : hormona liberadora de hormona del crecimiento.
GH-RIF : factor inhibidor de la liberacidén de hormona del

crecimiento (somatostatina).

GIP : péptido inhibidor gastrico.

gk : conductancia al potasio.

GMPc : monofosfato ciclico de guanosina.

gNa ¢ conductancia al sodio.

GRF : factor liberador de hormona del crecimiento.
SHT ¢ S-hidroxitriptamina (serotonina).

Hz : hertzio (s71).

INa : corriente rapida de entrada de sodio.

151 ¢ corriente lenta de entrada de calcio.

IX1 : corriente de salida de potasio.

k* : i6n potasio.

lK+|o : concentracidén extracelular de idn potasio.
kBq  : kilobecquerelio (10° Bq).

kcm : coeficiente de velocidad de salida de 45Ca.
kg ¢ kilogramo.

1 :t litro.

LH ¢ hormona luteinizante.

LH-RH : hormona liberadora de gonadotropinas.
M : molar (moles/litro).

MBq : megabecquerelio (106 Bq).
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mCi : milicurio (10—3 ci).
mg : miligramo.

min ¢ minuto.

ml ¢ mililitro.

mm : milimetro.

mM : milimolar (1073 M).
mmol : milimol (1073 mol).
ms ¢ milisegundo.

mV : milivoltio.

n : namero de experimentos.
Na' : ibén sodio.

+ , ..
INa |o + concentracién extracelular de ién sodio.

NA ¢ noradrenalina.

ng ¢ nanogramo (1072 g).

nM : nanomolar (10-g M).

nmol : nanomol (10_9 mol).

NT ¢ neurotensina.

p : grado de significacién.

pg : picogramo (10"12 g).

pmol : picomol (10712 mo1).

PPO : 2,5-difeniloxazol.

PRE : periodo refractario efectivo,
PRL : prolactina.

r : coeficiente de correlacién.
RNA : acido ribonucleico.

rT : T, inversa.

3
s : segundo.



SNC : sistema nervioso central.
SpP ¢ sustancia P.
SRIF : factor inhibidor de la liberacidén de hormona del

crecimiento (somatostatina).

Ss : somatostatina.

T3 ¢ triyodotironina.

T4 ¢ tiroxina.

TR : tiempo de recuperacién.

TRH : hormona liberadora de tirotropina.

TRNS : tiempo de recuperacidén del nodo del seno.
TSH : tirotropina.
v : voltio.

V max : velocidad maxima de despolarizacidén durante la

fase O.
VIP : péptido intestinal vasoactivo.
X : media aritmética.
pci : microcurio (1078 ci).
pe : microgramo (107 g).
pi : microlitro (107° 1).
pmol : micromol (1078 mo1).
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I. INTRODUCCION




1. RESUMEN HISTORICO

Durante el curso de las investigaciones
encaminadas a determinar la distribucién del factor
liberador de 1la hormona del crecimiento (GRF) en el
hipotalamo de rata, KRULICH y cols. (1968) descubrieron
una sustancia que sorprendentemente inhibia la liberacién
de la hormona del crecimiento (GH). Este hallazgo,
publicado en 1968, 1llevd a estos autores a lanzar la
hipbétesis de que 1la secrecidén de GH por 1la hipéfisis
estaba regulada por dos factores neurochumorales diferentes,
unc de ellos estimulador y otro de ellos inhibidor.
Un afio mas tarde, HELLMAN y LERNMARK (1969) encontraron,
en extractos de islotes pancreadticos de paloma incubados
in vitro, un factor que inhibia la liberacién de insulina.
Estas dos observaciones, aparentemente no relacionadas,
convergerian posteriormente con 1la identificacién quimica
de la somatostatina, péptido inhibidor que actia tanto
en el sistema hipoté&lamo-hipofisario como en el péancreas.

Tendrian que transcurrir ain unos afios mas
para que BRAZEAU y cols. (1973), intentando de nuevo
aislar el GRF, observaran nuevamente 1la existencia de
un factor inhibidor de la secrecidén de GH. En esta ocasibn,
con la experiencia en la metodologia conseguida desde

los primeros estudios con las hormonas liberadoras de



tirotropina (TRH) y de gonadotropinas (LH-RH), fue posible
aislar e identificar en un tiempo relativamente corto,
un potente péptido a partir de extractos hipotalémicos
que inhibfa 1la 1liberacidén de GH. Dado que esta fue 1la
primera accidén descrita, el péptido recibié los nombres
de factor inhibidor de 1la liberacidn de GH (GH-RIF),
factor inhibidor de la liberacién de somatotropina (SRIF),
o bien somatostatina, El nombre de somatostatina,
ampliamente utilizado, no se considera actualmente muy
apropiado debido a que este compuesto se distribuye
extensamente en tejidos distintos del hipotalamo y sus
funciones no se limitan a la regulacidén de la secrecibn

de GH.
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2. QUIMICA

2.1. ESTRUCTURA

La somatostatina de los mamiferos es un
tetradecapéptido ciclico (figura 1) aislado por primera
vez del hipotilamo de oveja por BRAZEAU y cols. (1973)
y posteriormente aislado y caracterizado en otros érganos,
tales como el hipotalamo de cerdo (SCHALLY y cols.,
1976), pancreas de pez sapo (NOE y cols., 1979), pancreas
de paloma (SPIESS y cols., 1979) y péncreas (BENOIT
y cols., 1980) e hipotalamo de rata (BOHLEN y cols.,
1981). E1 peso molecular de .este péptido, también 1llamado
somatostatina-14, es de 1638, y en su estructura no
aparecen los grupos amida y Acido piroglutimico terminales
carécteristicos de la TRH y 1la LH-RH, aunque si contiene
un puente disulfuro similar al que presentan la oxitocina
y la vasopresina, lo que da al compuesto una estructura

anular. Su férmula empirica es C76H104N1801952'

2.2, VARIACIONES FILOGENETICAS

No todas 1las somatostatinas de 1las distintas



SOMATOSTATINA

Figura 1.- Secuencia de aminodcidos de 1a
somatostatina hipotalamica de
mamifero.



especies son iguales; incluso dentro de una misma especie
pueden existir varios genes que codifiquen 1la formacién
de diferentes somatostatinas. En el pez sapo
{("anglerfish"), por ejemplo, se han aislado dos tipos
de somatostatina (HOBART y cols., 1980). Una de ellas,
llamada somatostatina I, recuerda a la somatostatina
de los mamiferos; 1l1la otra, somatostatina II, presenta
cierto nimero de diferencias con 1la anterior (tabla
1). La somatostatina del siluro ("catfish"), un péptido
de 22 aminoacidos, comparte G(nicamente 8 residuos con
la somatostatina-14 (OYAMA y cols., 1980).

Se ha 1logrado 1la produccién de somatostatina
sintética (BRAZEAU y cols., 1973; COY y cols., 1973;
YAMASHIRO y LI, 1973; IMMER y cols., 1974; OYAMA y cols.,
1980), cuya actividad bioldgica es idéntica a 1la de

ia hormona natural.

2.3. FORMAS MOLECULARES

Existen varias formas moleculares mayores
de somatostatina que se han aislado del sistema nervioso
central y tejidos periféricos (ARIMURA y cols., 1975;
SCHALLY y cols., 1976; SPIESS y VALE, 1978; LAUBER vy
cols., 1979; NOE y cols., 1979; RORSTAD y cols., 1979;

ZINGG y PATEL, 1979; ZYZNAR y cols., 1979; SPIESS vy
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VALE, 1980). Una de las formas de peso molecular mayor
estd constituida por 28 aminoacidos (ESCH y cols., 1980;
PRADAYROL y cols., 1980; SCHALLY y cols., 1980) y puede
considerarse como una somatostatina extendida por su
porcién amino-terminal. Este compuesto ha sido aislado
del intestino (PRADAYROL y cols., 1978) y del hipotéalamo
de cerdo (SCHALLY y cols., 1980) y del hipotalamo de

otras especies.
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3. RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

Con el fin de establecer una correlacidén entre
la estructura quimica de la somatostatina y su actividad
hormonal se llevaron a cabo estudios con moléculas andlogas
al tetradecapéptido.

BRAZEAU y cols. (1973) observaron que 1la forma
reducida de 1la somatostatina, 042)—somatostat1na. poseia
la misma actividad bioldgica que la somatostatina ciclica.
Esta observacidn plantedé la duda acerca de la importancia
del puente disulfuro que existe entre las dos cisteinas
de las posiciones 3 y 14 de la somatostatina.
Posteriormente se sintetizaron y analizaron .otros

3'14)-somatostatina y la (A1a3’14)_

compuestos, la (CH3, S-Cys
somatostatina, en los que quedd eliminado el ciclo formado
por las dos <cisteinas. Estos dos analogos mostraron
poseer poca pero significativa actividad biolégica in
vitro {(RIVIER y cols., 1975), de donde puede 1nferirse‘
que el puente disulfuro de la somatostatina es importante
para el desarrollo de la actividad biolédgica.

Para explicar 1la elevada actividad de la

(H, )-somatostatina, RIVIER y cols, (1975) supusieron

2
que este compuesto se oxidaba probablemente con rapidez
a la forma ciclica en las condiciones de los analisis

bioldgicos.
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En un intento de dilucidar el papel que desempefia
la cadena lateral A1a1 —Gly2 de 1la somatostatina, se
sintetizaron analogos hormonales en los que se eliminaron
los dos aminoicidos <citados, o bien se sustituyeron
por un grupo acilo (RIVIER y cols., 1975). La gran
actividad bioldgica, tanto in vitro come in vivo, de
los analogos asi obtenidos 1indicaron que el dipéptido
N-terminal, Alal—Gly2 , es probablemente poco importante.
E1l dodecapéptido C-terminal con el puente disulfuro
entre las cisteinas contiene probablemente la informacién
necesaria para el reconocimiento de los receptores
hipofisarios.

En opinién de otros autores (BOWERS y cols.,
1979), solamente los cuatro aminoicidos del anillo de
somatostatina que abarcan desde la fenilalanina en posicion
7 hasta la treonina en posicién 10 son necesarios para
la actividad bioldégica del compuesto, mientras que 1los
otros diez tendrian como funcién asegurar una conformacidn

adecuada para los cuatro aminoacidos activos.



~11-

4. BIOSINTESIS Y TRANSPORTE

La somatostatina no es directamente sintetizada
como tal en el organismo, sino que, como ocurre con
otras muchas hormonas, deriva de un polipéptido precursor.
El RNA mensajero que codifica la somatostatina humana
ha podido ser ailslado de un paciente con somatostatinoma
pancreatico. Esto ha permitido a SHEN y cols. (1982)
predecir 1la estructura del precursor proteico ‘de la
somatostatina humana. Este precursor tiene un  peso
molecular de 12729 y estad compuesto por 116 aminoacidos
que incluyen tanto los correspondientes a la somatostatina-
28 como 1los correspondientes a 1la somatostatina-14 en-.
su posicidn C-terminal.

El polipéptido precursor de 1la somatostatina
estéa conformado por una secuencia inicial de 24
aminoacidos, denominada pre-regidn, seguida por una
secuencia de conexién de 64 residuos o pro-regidén que
se continGa con la secuencia correspondiente a la
somatostatina-28, en la cual, a su vez, estad incorporada
la somatostatina-14. Se desconocen 1los mecanismos de
rgptura de esta cadena peptidica para la liberacién
de las somatostatinas 28 y 14.

Como sucede con otros péptidos precursores,

el compuesto descrito es sintetizado en el reticulo
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endopléasmico de las neuronas y células epiteliales vy
es transportado al aparato de Golgi, donde se escinde
la pre-regidén, dejando 1la prohormona libre (SHIELDS
y cols., 1981). La prosomatostatina es ulteriormente
almacenada en granulos de secrecidén en donde se forman
la somatostatina-14 y la somatostatina-28; cierta cantidad
de prosomatostatina coexiste como tal en los gréanulos
maduros - y se segrega Jjunto con las dos somatostatinas
(REICHLIN, 1981b; ZINGG y PATEL, 1982). Las diferencias
en las proporciones relativas de 1las diversas formas
de somatostatina reflejan muy posiblemente diferencias
celulares en la transformacién de la prohormona y tienen
gran importancia debido a que las distintas somatostatinas
poseen propiedades diferentes (ﬁORSTAD y cols., 1979).
Asi, por ejemplo, la somatostatina-28 es mas potente
que la somatostatina-14 en su efecto supresor de 1la
secrecién de insulina (MEYERS y cols., 1980).

Tras el almacenamiento de la hormona en gréanulos
de secrecidén, éstos son transportados desde el pericarion
hasta 1los terminales neuronales a través del flujo
axopléasmico. En el nervio ciatico, por ejemplo, la
somatostatina es transportada a una velocidad de
400 mm/24 horas, lo que corresponde al sistema de
transporte répido caracteristico de 1los gréanulos de
secrecidn en las fibras neurosecretoras de la
neurohipéfisis y de 1los nervios simpaticos (RASOOL vy

cols., 1981). En 1los terminales neurales hipotalamicos,
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los granulos de somatostatina entran en contacto con
los vasos del sistema portal hipotalamo-hipofisario,

y a través de esta via alcanzan 1la hipbéfisis (RASOOL

y cols., 1981).
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5. LOCALIZACION

La presencia de somatostatina ha sido detectada
en distintos sistemas orgénicos, en especial en el sistema
nervioso y en el tracto gastrointestinal, por 1lo que
se considera que se trata del péptido hipotaldmico més

ampliamente distribuido en el organismo.

5.1. SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Las células y fibras que contienen somatostatina
se encuentran distribuidas en varias regiones del
hipotélamo; muchas de ellas terminan en la eminencia
media, que es el sitio de origen del sistema porta
hipotalamo-hipofisario (REICHLIN, 1983). La principal
fuente de fibras nerviosas que se proyectan a la eminencia
media es una capa de varias células de espesor localizada
en la regidén periventricular anterior del hipotéalamo,
en una posicidén inmediatamente por debajo del revestimiento
ependimario (ALPERT y cols., 1976; BENNETT-CLARKE y
cols., 1980; PELLETIER, 1980)., Células similares se
encuentran también en la divisidon medial del nicleo

paraventricular.
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Algunas fibras somatostatinérgicas originadas
en la regién periventricular se proyectan a clertos
nGcleos hipotalémicos considerados parte del sistema
1imbico (KRISCH, 1978; BENNETT-CLARKE y cols., 1980;
PELLETIER, 1980), mientras que otras alcanzan el tronco
encefadlico y 1la médula espinal (XRISCH, 1981). Se han
encontrado también terminaciones nerviosas conteniendo
somatostatina en 1los nuicleos supraquiasmaticos, regiones
implicadas en 1la regulacién de 1los ritmos circadianos,
de la temperatura corporal y de las funciones endocrinas.

Todas las 2zonas de la corteza cerebral contienen
somas neuronales de neuronas somatostatinérgicas (KRISCH,
1978; BENNETT~CLARKE y cols., 1980; KRISCH, 1980),
si bien 1la concentracidén cortical de somatostatina es
men?r que en otros territorios del sistema nervioso
cen;ral. La somatostatina cortical no es de procedencia
hipotaléamica; la mayor parte de las neuronas
somatostatinérgicas de la corteza cerebral pertenece
a un sistema neuronal intrinseco de proyecciones cortas.
La 1liberacién de somatostatina en estas neuronas esta
regulada por modificaciones electroliticas y por accion
de neurotransmisores (EPELBAUM y cols., 1977; DELFS
y cols., 1980; ROBBINS y cols., 1982).

Algunas interneuronas amacrinas de 1la retina
contienen somatostatina (RORSTAD y cols., 1979); en
esta localizacidén el péptido podria desempefiar un papel

como neurotransmisor {(ESKAY y cols., 1980).
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5.2. SISTEMA NERVIOSO PERIFERICOD

En el sistema nervioso periférico la
somatostatina se 1localiza principalmente en 1las neuronas
sensitivas. Los cuerpos heuronales de estas células
se sithan en los ganglios raquideos, y sus prolongaciones
centripetas llegan al asta posterior de la médula espinal
a través de la raiz posterior de la misma. Aqui las
terminaciones neurales establecen contacto con otras
terminaciones de neuronas sensitivas y con un importante
grupo de células peptidérgicas entre las que se incluyen
las células productoras de endorfinas. En esta localizacién
la funcién de 1la somatostatina estd relacionada con
la percepcidén del tacto, dolor, temperatura y posiblémente
aferencias viscerales (HOKFELT y cols., 1980).

Muchas neuronas éimpéticas almacenan no sélo
catecolaminas sino que contienen también somatostatina.
Esta asociacién sugiere que 1las catecolaminas pueden
interactuar con la somatostatina en la regulacibén celular
(HOKFELT y cols., 1977). La somatostatina se ha
identificado también en neuronas parasimpaticas, entre
las que se incluyen las del nervio vago (LUNDBERG vy

cols., 1978).
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5.3. PANCREAS

La somatostatina estid presente en las células
D de los islotes pancreéaticos, asi como en las terminaciones
nerviosas pancreaticas (POLAK y cols.,, 1975). En 1la
especie humana, 1las células D se encuentran dispersas
por todas las zonas del islote y estadn en intimo contacto
anatémico con 1los demids tipos celulares del péancreas
endocrino. Esta distribucién permite a la somatostatina
ejércer un control local (control paracrino) de la secrecidn
de las hormonas 1insulares, principalmente insulina vy
glucagdén (ORCI y cols., 1975; POLAK y cols., 1975; GERICH,
1981). Estudios recientes (KAWAI y cols., 1982) sugieren,
sin embargo, que la somatostatina segregada en los islotes
podria tener menos acceso a las células secretoras de
insulina y glucagbn que 1la somatostatina que alcanza

el pancreas procedente de la circulacibén sistémica.

5.4. TRACTO GASTROINTESTINAL

Casi toda 1la somatostatina intestinal esta
contenida en células endocrinas semejantes a las células
D del pancreas y que reciben también esta denominacidn

(POLAK y cols., 1975; ARNOLD y LANKISCH, 1980). En 1la
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especie humana, la concentracién de células secretoras
de somatostatina experimenta un gradiente desde el estdmago
hasta el colon, siendo el antro géstrico la regidén de
mds alta concentracién de células D. Estas células
endocrinas se encuentran en la profundidad de las criptas
" del estémago e intestino. Estan provistas de una serie
de microvellosidades situadas en 1la 2zona de contacto
con el lumen que actian de sensores para detectar los
cambios en el contenido intestinal que regulan la secrecién
de somatostatina, principalmente la concentracién de
iones H' y algunos nutrientes (figura 2). La somatostatina
se segrega en el espacio intersticial de la pared‘intestinal
desde donde alcanza los capilares y llega a la circulacidn
sistémica y también al 1lumen intestinal (LARSSON, 1980).

En el seno de la pared intestinal, la
somatostatina puede interactuar con los receptores situados
en las membranas de otras células intestinales secretoras
de hormonas (gastrina, glucagdn, secretina,
colecistoquinina) ejerciendo wuna accién inhibidora de
la secrecidén hormonal (LARSSON, 1980). La somatostatina
segregada en el seno del lumen intestinal también modifica
la secrecidn de gastrina y acido clorhidrico.

Los plexos submucoso y mientérico del tracto
gastrointestinal también contienen neuronas secretoras

de somatostatina (SUNDLER y cols., 1980).
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Figura 2.-

Localizacidén en 1la pared intestinal de las
células exocrinas (Ex), endocrinas = (End),
paracrinas (p), neuronas (N) y capilares
(Cap). Las células endocrinas estan provistas
de una serie de microvellosidades situadas
en la zona de contacto con el lumen que detectan
cambios en el contenido intestinal (segin
LARSSON, 1980).
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5.5. OTRAS LOCALIZACIONES

Las glandulas salivales poseen células secretoras
de somatostatina de aspecto similar a 1las células D.
El péptido estid presente en 1la saliva y es capaz de
disminuir el flujo salival (GIROD y cols., 1980).

Algunas células parafoliculares del tiroides
(células C) contienen somatostatina junto con calcitonina,
mientras que otras parecen contener Onicamente esta
Gltima hormona (VAN NOORDEN'y cols., 1977). La somatostatina
es sintetizada también por 1las células del carcinoma
medular de tiroides (BIRNBAUM y cols., 1980)}. Parece
ser que la somatostatina actuaria localmente en el tiroides
inhibiendo 1la liberacidén de calcitonina (GORDIN y cols.,
1978), si bien este hecho no ha sido totalmente demostrado.

La presencia de somatostatina inmunorreactiva
ha sido identificada en 1los tdbulos colectores del rifién
de sapo, asi como en 1la vejiga de este animal (BOLAFFI
y cols., 1980); sin embargo, no se han efectuado hallazgos

similares en mamiferos.
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6. REGULACION DE LA SECRECION

6.1. FLUJOS IONICOS

La liberacién hipotaléamica de somatostatina
parece depender fundamentalmente de wuna despolarizacién
de la membrana celular. En todos los sistemas neuronales
que han sido estudiados en detalle el péptidc se localiza
en granulos de secrecidén situados en 1las terminaciones
neuronales. Desde aqui la hormona es liberada en respuesta
a estimulos despolarizantes tanto quimicos como eléctricos.
La incubacidén con altas concentraciones de potasio estimula
la liberacidén de somatostatina en sinaptosomas de hipotalamo

de rata (WAKABAYASHI y cols., 1977), en terminales

neuronales de la neurochipdéfisis y eminencia media (PATEL
y cols., 1977, 1978) y en las células corticales cerebrales
(ROBBINS y cols., 1982),.

La secrecidn de somatostatina es un fendmeno
dependiente de calcio y ©puede ser bloqueado mediante
una disminucién de 1la concentracién de calcio en el
medio de cultivo (WAKABAYASHI y cols., 1977; IVERSEN
y cols., 1978), sustituyendo el <calcio por manganeso
(PATEL y cols., 1977), bloqueando 1los canales de calcio

con cobalto y verapamil (ROBBINS y cols., 1982) o utilizando
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quelantes del calcio (MAEDA y FROHMAN, 1980). Por otro
lado, el incremento de la concentracién intracitopléasmica
de calcio mediante el ionéforo A23187 estimula la liberacién
de somatostatina aun en presencia de bajas concentraciones
de potasio (BERELOWITZ y cols., 1978).

El flujo de sodio también desempefia un cierto
papel en la secrecién de somatostatina. La 1liberacién
de esta hormona inducida por altas concentraciones de
potasio se ve potenciada si se disminuye la concentracién
extracelular de sodio (PATEL y cols., 1977, 1978). Por
otra parte, 1la veratridina, un alcaloide que mantiene
los canales de sodio en una configuracidén abierta, induce
una liberacién de somatostatina (ROBBINS y cols., 1982),
fendbmeno que puede ser inhibido por exposicidén simultanea
de las células a tetrodotoxina, un agente bloqueante
de los canales del sodio (BENNETT y cols., 1979; ROBBINS
y cols., 1982).

La estimulacidén de la liberacién de somatostatina
por el ionéforo A23187 puede ser bloqueada por 1la
trifluoperazina, un inhibidor de 1la calmodulina, a pesar
de una adecuada captacién de calclo por el citosol,
lo cual indica un posible papel de 1la calmodulina en
la estimulacién de la liberacidn de somatostatina

(RICHARDSON y TWENTE, 1983).
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6.2. NEUROTRANSMISORES Y NEUROPEPTIDOS

Algunos neurotransmisores influyen en la secrecidn
de somatostatina (figura 3). Asi, 1la dopamina estimula
la liberacidén de somatostatina en fragmentos hipotalémicos
de rata (NEGRO-VILAR y cols., 1978; MAEDA y FROHMAN,
1980) e incrementa la tasa de secrecidén y la concentracion
de somatostatina en 1la sangre portal hipofisaria cuando
se administra a ratas por via intravenosa (CHIHARA vy
cols., 1979; KATO y cols., 1979). Este efecto estimulante
de 1a dopamina 1lo presenta también su precursor, la
L-dopa, y 1la bromocriptina, un agonista de los receptores
dopaminérgicos (MAEDA y FROHMAN, 1980). Por el contrario,
el bloqueo de 1los receptores dopaminérgicos con pimocide
(NEGRO-VILAR y cols., 1978) o haloperidol (MAEDA y FROHMAN,
1980) reduce 1la 1liberacidén de somatostatina inducida
por dopamina.

La noradrenalina es otro neurotransmisor capaz
de estimular 1la liberacidn de somatostatina en fragmentos
de eminencia media. Esta accién es bloqueada por la
fentolamina, un antagonista de los receptores alfa-
adrenérgicos (NEGRO-VILAR y cols., 1978). Estos resultados
no han podido ser confirmados por todos 1los autores
(MAEDA y FROHMAN, 1980; ABE y cols., 1981).

CHIHARA y cols. (1979) han encontrado que

la acetilcolina estimula la 1liberacién de somatostatina
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SOMATOS-

TATINA

NT Bom

Figura 3.- Resumen esquematico de 1los neurotransmisores
y neuropéptidos que influyen positiva (+)
o negativavente (-) en la secreécidén hipotalamica
de somatostatina. NA: noradrenalina; DA:
dopamina; Ach: acetilcolina; SHT: 5-hidroxi-
triptamina; GABA: dcido gamma-aminobutirico;
SP: sustancia P; NT: neurotensina; Bom: bombesi-
na; VIP: péptido intestinal vasoactivo; + indica
carencia de efectos o datos contradictorios.
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en la sangre portal hipofisaria., MAEDA y FROHMAN (1980),
por su parte, no han observado modificaciones de 1la
secrecién de esta hormona tras estimulacidén colinérgica,
mientras que RICHARDSON y cols. (1980) encontraron una
inhibicién colinérgica de 1la secrecidén de somatostatina
en la rata.

La 5-hidroxitriptamina (serotonina) no parece
influir en 1la liberacién de somatostatina (CHIHARA y
cols., 1979; MAEDA y FROHMAN, 1980).

El acido gamma-aminobutirico (GABA) inhibe
la liberacidn hipotalamica de somatostatina (GAMSE
y cols., 1980; TAKAHARA y cols., 1980) aunque no afecta
la secrecidén del péptido en otros territorios del sistema
nervioso (SAWYNOK y cols., 1982).

Un derivado del monofosfato ciclico de adenosina
(AMPc), el dibutiril-AMPc, carece de efecto sobre 1la
liberacidén de somatostatina en fragmentos hipotalémicos
de rata (MAEDA y FROHMAN, 1980).

Algunos neuropéptidos pueden influir también
positiva o negativamente en la liberacidn de somatostatina.
La sustancia P y 1la neurotensina son dos neuropéptidos
capaces de estimular la liberacién de somatostatina
del hipotadlamo de rata in vitro (PIMSTONE y cols., 1979;
SHEPPARD y cols., 1979a) y de incrementar los niveles
de somatostatina en la sangre portal hipofisaria (SAITO
y SAITO, 1980).

Las encefalinas, tanto 1la met-encefalina como
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la leu-encefalina, no parecen tener un efecto directo
sobre la 1liberacién de somatostatina (SHEPPARD y cols.,
1979a). La bombesina, por el contrario, incrementa los
niveles de somatostatina en 1la sangre portal hipofisaria
(ABE y cols., 1981), 1o que explica 1la reduccidn de
los niveles circulantes de GH que origina. E1 péptido
intestinal vasoactivo (VIP), sin embargo, estimula 1la
liberacidn de GH a través de una inhibicidén de la liberacidn

hipotalédmica de somatostatina.

6.3. OTROS FACTORES

La glucosa se comporta como un inhibidor de
la secrecidn de somatostatina (BERELOWITZ y cols., 1982),.
Por otra parte, la interferencia con la captacidén de
glucosa mediante la 3-0-metil-D-glucosa, floricina o
citocalasina B provoca una estimulaciédn de la liberacidn
de somatostatina hipotaléamica. De modo similar, una
inhibicibén del metabolismo de 1la glucosa con 2-desoxi-
D-glucosa estimula 1la . 1liberacidon de 1la hormona de una
manera dosis dependiente. La hipoglucemia insulinica
origina un incremento en los niveles plasmaticos periféricos
de somatostatina, si bien el origen del péptido es dificil
de precisar (WASS y cols., 1980). La insulina, per se,

se comporta también como un estimulador de la liberacién
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hipotaladmica de somatostatina (BERELOWITZ y cols., 1982).

El glucagbn en administraciédn intravengricular
origina un incremento de la concentracién de somatostatina
en la sangre portal hipofisaria (ABE y cols., 1978).
Sin embargo, la administracién de glucagdn por via
intravenosa carece de efecto sobre 1la secrecidon de
somatostatina.

Hasta 1la fecha no existe evidencia de que
la GH sea capaz de inhibir su propia secrecidén mediante
un sistema de retroalimentacidén positiva de asa corta
("short-loop positive feedback") que actie sobre la
liberacidén hipotalémica de somatostatina. La hipofisectomia
disminuye el contenido hipotalamico de somatostatina
en la rata (BAKER y YEN, 1976), y el contenido reducido
de somatostatina en ratas hipofisectomizadas puede
restablecerse mediante 1la administracién de GH (KANATSUKA
y cols., 1979), 1o que apoyaria la hipdtesis del mencionado
sistema de retroalimentacidén. Ademas, el tratamiento
de ratas con GH incrementa la concentracidén hipotalamica de
somatostatina (KANATSUKA y cols., 1979) y la administracidn
intraventricular de GH es capaz de estimular la liberacidn
de somatostatina hipotalamica de una manera dosis
dependiente (CHIHARA y cols., 1981).

La GH también puede afectar 1l1la secrecidédn de
somatostatina a través de 1las somatomedinas. Se ha
comprobado que la somatomedina A (SHEPPARD y cols.,

1979) y 1la somatomedina C (BERELOWITZ y cols., 1981b)
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son capaces de provocar una 1liberacién de somatostatina
en el hipotilamo de rata,

La somatostatina puede también controlar su
propia secrecidn a través de un mecanismo de
retroalimentacidn ultracorto ("ultrashort feedback").
La administracién intraventricular de esta hormona en
ratas origina un incremento paradéjico de 1la 1liberacidn
hipofisaria de GH, lo cual puede explicarse como resultado
de una autoinhibicidén de la somatostatina enddgena (LUMPKIM
y cols., 1980).

En los 1islotes pancreaticos, otros estimulos
para la secrecidén de somatostatina por 1las c¢élulas D
los constituyen la glucosa, algunos aminodcidos y ciertas
hormonas gastrointestinales como la gastrina,
colecistoquinina, secretina y polipéptido inhibidor
gastrico (SCHUSDZIARRA y cols., 1978). El1 péptido inhibidor
vasoactivo, 1la sustancia P y 1la neurotensina también
liberan somatostatina de los islotes pancreaticos (SZECOWKA
y cols., 1980; SAITO y SAITO, 1980). El1 glucagbn es
un potente estimulador de la liberacién de somatostatina
por los islotes (SCHAUDER y cols., 1977). Por otra parte,
se han detectado incrementos en los niveles plasmaticos
de somatostatina en sangre arterial y en vena porta
tras 1ingestidon de varios alimentos (CHAYVIALLE y cols.,
1980; SCHUSDZIARRA y cols., 1980). Todos estos hallazgos
sugieren que la secrecidén de somatostatina se incrementaria

durante el periodo de elevacién de 1la concentraciodn
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de nutrientes y hormonas gastrointestinales y que este
péptido participaria en la regulacidén tanto de los procesos
absortivos como de 1la funcién endocrina del péancreas

(SCHUSDZIARRA y cols., 1978).
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7. NIVELES PLASMATICOS

Los niveles plasmaticos de somatostatina en
sujetos normales son dificiles de evaluar debido a que
el radioinmunoensayo de somatostatina presenta serias
dificultades. El plasma humano tiene capacidad para

degradar tanto la somatostatina nativa como los analogos

tirosilados utilizados como trazadores en el
radioinmunoensayo (KRONHEIM y cols., 1978). Por otra
parte, el plasma contiene una proteina transportadora

de somatostatina y otras sustancias todavia no bien
caracterizadas que interfieren con la unién del anticuerpo
(OGAWA y cols., 1977; LUNDQUIST y cols., 1980). La
filtraciéon en gel dei plasma antes de 1la realizacién
del radioinmunoensayo evita 1la degradacidon del trazador
y la interferencia con la unién del anticuerpo, proporciona
una casi completa recuperacidn de la somatostatina
plasmatica y permite la determinacidén de la somatostatina
inmunorreactiva ‘de un peso molecular aparente de 1600
(MACKES y cols., 1981).

En la tabla 2 se recogen 1los valores de
somatostatina plasmatica en sujetos normales estimados
por diversos autores. Salvo las cifras encontradas por

LARSSON y cols. (1977), GALMICHE y cols. (1978) y PIPELEERS

y cols. (1979), el resto de 1los valores oscilan entre
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unos 50 a 70 pg/ml, equivalentes a unos 30 a 43 pmol/1.
Por el contrario, los pacientes con somatostatinoma
(tabla 3) presentan valores plasmiticos de somatostatina
que alcanzan valores entre 1000 y 30000 pg/ml (611 a
18330 pmol/l), considerablemente elevados con respecto
a los valores normales (GALMICHE y cols., 1978; KREJS
y cols., 1979; PIPELEERS y cols., 1979; PENMAN y cols.,
1980a; PATEL y cols., 1983).

Se ha descrito también la produccidn de
somatostatina por tumores de naturaleza no endocrina
secretores de hormona. Asi, en concreto, PENMAN y cols.
(1980b) describen 1la secrecidn de somatostatina en tres
pacientes con neoplasias pulmonares y timicas, con unos
niveles plasmaticos que oscilaban entre 38 y 403 ng/ml
(23 a 246 nmol/1).

La forma en que 1la somatostatina circula en
el plasma es compleja. Con filtracién en gel y ulterior
radioinmunoensayo se determinan dos fracciones en 1la
somatostatina inmunorreactiva del plasma. Una primera
fraccidén tiene un peso molecular aparente de 150000,
y su significado fisiolébgico no estéd claro, aunque su
presencia parece ser debida a 1las enzimas d?gradativas
y a proteinas de unién (OGAWA y cols., 1977). La segunda
fraccidén, de peso molecular aparente de 1600, parece
corresponder al péptido somatostatina-14 (MACKES y cols.,
1981).

Las concentraciones plasmaticas medias halladas
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EN SUJETOS NORMALES

TABLA 2.- NIVELES PLASMATICOS DE SOMATOSTATINA

Autores y aﬁp pg/ml pmol/1
LARSSON y cols. (1977) 100 a 300 61 a 183
KRONHEIM y cols. (1978) 88 + 8 54 + 5
GALMICHE y cols. {(1978) 274 + 9 167 + 5
PIPELEERS y cols. (1979) 675 + 95 412 + 60
WRIGHT y cols. (1980) 17 a 81 10 a 50
MACKES y cols. (1981) 40 a 100 24 a 61




TABLA 3.- NIVELES PLASMATICOS DE SOMATOSTATINA

EN ALGUNOS CASOS DE SOMATOSTATINOMA

Autores y afio

pg/ml

pmol/1

LARSSON y cols.

GALMICHE y cols.

KREJS y cols.

PIPELEERS y cols.
PENMAN y cols.

PENMAN y cols.

PATEL y cols.

107000*
7000 - 9000
9000 - 13000

30800
7500 - 16800
1700*

1170

65377*
4277 - 5500
5500 - 7943

18819
4583 - 10265

1039*

715

*Niveles en la vena pancreatica
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por la mayoria de 1los autores (tabla 2) se encuentran
en el orden de magnitud capaz de afectar las funciones
endocrinas de 1la hipéfisis, el pancreas y el tracto
gastrointestinal, 1o cual confirma 1la hipotesis de que
la somatostatina actuaria como wuna verdadera hormona
circulante.

En sujetos normales, la vida media de 1la
somatostatina en el plasma oscila entre 1 y 3 minutos
(SHEPPARD y cols., 1979b).

Se ha demostrado que extractos de encéfalo
de rata, crudos y parcialmente purificados, inactivaban
a la somatostatina (MARKS y STERN, 1975). Aunque posee
un grupo amino N-terminal, parece que 1la hidrdlisis
por.medio de una aminopeptidasa no es una via importante
de degradacion de 1a somatostatina. Por medio de 1los
indices relativos de 1liberacidén de aminoacidos de 1la
somatostatina durante 1la incubacidén en homogenados de

encéfalo se pudo demostrar que 1los aminoacidos medios

(Phe7 , Trp8 , Thl"10 ) ¥y no los N-terminales (Ala1 , Glyz)
ni los C-terminales (Ser 13 R Cys14 }) eran 1los primeros

liberados, indicando que el paso limitante de la degradacidn
de 1la somatostatina estaria probablemente a cargo de
una endopeptidasa neutra.

La forma reducida 1lineal de 1la somatostatina
y los andlogos de esta (Gltima que carecen del dipéptido

N-terminal, como (des—Alal, Glyz—N—Cyéa-H2)—somatostatina

o (des-Ala1 R Gly2 , N-acetil-Cys 3)—somatostatina, son
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también preferentemente hidrolizados por una endopeptidasa
(MARKS y STERN, 1975). Estos resultados apoyan totalmente
el concepto de que la degradacién no se inicia con 1la

escisién por medio de una aminopeptidasa,
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8. ACCIONES

La somatostatina es probablemente el mejor
ejemplo de factor hipotalamico caracterizado por sus
acciones en la glandula pituitaria que ha mostrado poseer
no sb6lo una amplia distribucién dentro y fuera del sistema
nervioso central, sino también una extensa gama de acciones

en O6rganos y tejidos muy diferentes.

8.1. MODALIDADES DE ACCION HORMONAL

La somatostatina no es sbélo una hormona con
mOhltiples efectos en 1los distintos sistemas organicos
sino que también presenta varias modalidades para ejercer
sus acciones y llevar a cabo esos efectos (figura 4).

En unas ocasiones 1la hormona es sintetizada
en neuronas Yy liberada por 1las terminaciones neurales
a una hendidura sinaptica que debe atravesar para llegar
a los receptores especificos situados en otra neurona,
cuya actividad modifica. En estos casos la somatostatina
se comporta como un neurotransmisor.

En otras ocasiones 1la hormona se sintetiza

también en neuronas y se libera por los terminales al
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espacio extracelular desde donde interacciona c¢con 1los
receptores de <células situadas a una cierta distancia
a las que afecta en sus funciones. Este. es el caso de
la somatostatina liberada en el sistema porta hipotalamo-
hipofisario con misidén reguladora de 1la liberacidén de
GH, que constituye un ejemplo de la accidén neuroendocrina
de la hormona.

Otras veces la accidn de la somatostatina
puede ser de naturaleza paracrina, esto es, la hormona
es sintetizada por células endocrinas, liberada y captada
por receptores de células cercanas cuya actividad puede
ser alterada. Un ejemplo 1lo constituye la somatostatina
liberada por las células D de 1los islotes pancreaticos
que actla sobre las células A y B cercanas, productoras
respectivamente de glucagén e insulina.

La accién de‘ la somatostatina puede producirse
también en las 1inmediaciones del 1lugar de 1liberacidn
por un mecanismo neurocrino. En estos casos la hormona,
sintetizada en neuronas, se libera desde éstas al espacio
extracelular & es captada por receptores de células
cercanas c¢on las que interacciona. Tiene lugar este
mecanismo hormonal en el caso de la somatostatina liberada
por el nervio vago que alcanza las células G productoras
de gastrina.

La somatostatina desempefia también una acciédn
puramente endocrina. La hormona sintetizada en una

determinada localizacidén se libera al plasma y es captada
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por receptores especificos de células situadas a distancia,
a las que afecta en sus funciones. Este mecanismo
explicaria también algunas de 1las acciones descritas
de la somatostatina. .

Finalmente, la somatostatina sintetizada en
las células endocrinas del tracto gastrointestinal puede
liberarse al lumen intestinal y ser captada por receptores
especificos de células situadas a lo largo del intestino
a cierta distancia del punto de secrecidn, La somatostatina
modifica, por este mecanismo ademids de los ya comentados,
la secrecién de gastrina y de A&cido clorhidrico, razén
por la que ha sido clasificada como una "lumona'" u hormona
luminal (LARSSON, 1980; UVNAS-WALLENSTEN, 1980).

La somatostatina coexiste y se segrega junto
con 1la calcitonina en algunas células parafoliculares
del tiroides vy, ademas, puede inhibir 1la 1liberacidn
de esta Gltima hormona. Este hecho ha sido interpretado
por algunos autores (GORDIN y cols., 1978), como un
sistema de control, denominado "regulacidén autocrina"
en el que la somatostatina 1liberada por 1la célula
difundiria al espacio intersticial e interaccionaria
con receptores especificos situados en las mismas células

gue la segregaron (REICHLIN, 1983).
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8.2. ACCIONES HIPOFISARIAS

8.2.1. SECRECION DE HORMONA DEL CRECIMIENTO

El primer efecto Dbiolégico <conocido de 1la
somatostatina fue 1la inhibicidén de 1la secrecién de GH
en cultivos de células hipofisarias (BRAZEAU y cols.,
1973). La somatostatina, efectivamente, es capaz de
suprimir 1la respuesta de 1la GH al ejercicio (PRANGE-
HANSEN y cols., 1973), a la hipoglucemia insulinica
(HALL y cols., 1973), a la L-dopa (SILER y cols., 1973),
arginina (MORTIMER y cols., 1974), pentobarbital (BRAZEAU
oy cols., 1974), estimulacidén eléctrica de 1los ndGcleos
amigdaloides ventromedial y basolateral del hipotalamo
(MARTIN, 1974), isoproterenol y clorpromacina (KATO
y cols., 1974; SAWANO y cols., 1974), morfina, neurotensina
y sustancia P (BROWN y VALE; 1975), dibutiril-AMPc (PERACCHI
y cols., 1976), succidn del pezdn (CHEN y cols., 1974),
alimentos (BESSER y cols., 1974b) y prostaglandinas
E1 y E2 (GIULIANO y cols., 1979; SZABO y FROHMAN, 1975).
L a somatostatina también inhibe 1los picos episddicos
de GH que se observan durante el suefio (PARKER y cols.,
1974; LUCKE y cols., 1976) y 1la vigilia (WARD y cols,,
1975). Méas recientemente se ha podido demostrar que
la somatostatina impide el efecto estimulador del GRF
sobre las células somatotrépicas de la hipéfisis

(WEHRENBERG y cols., 1982).
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Resulta claro, por tanto, que 1la secrecidn
de GH estd regulada por el efecto estimulante del GRF
y el efecto inhibidor de la somatostatina (figura 5).

La somatostatina estd implicada, ademls, en
los mecanismos de retroalimentacidén que controlan 1la
secreciéon de GH. Como se muestra en la figura 5, 1la
GH potencia la secrecidén hipotalamica de somatostatina,
lo que conlleva una reduccién de 1la 1liberacién de 1la
propia GH. Por otra parte, la somatomedina C, un péptido
producido en el higado bajo el control de la GH, también
estimula 1la 1liberacion de somatostatina e inhibe de
este modo la secrecién de GH (BERELOWITZ y cols., 1981b;
ABE y cols., 1983).

La somatostatina suprime ademas 1los elevados
niveles circulantes de GH Qque se observan en pacientes
con insuficiencia hepatica o renal, y en pacientes con
malnutricién proéteo-calérica. Los niveles altos de GH
encontrados en estos pacientes se deben a un exceso
de produccidn de esta hormona (PIMSTONE y cols., 1975).
La hipersecrecién de GH que se observa en 1los casos
de enanismo de Laron también puede suprimirse con
somatostatina (LARON y cols., 1977). La anormal secrecién
de GH que presentan algunos pacientes con sindrome
carcinoide puede ser anulada con somatostatina (GOMEZ-
PAN y cols., 1979).

Los elevados niveles de GH propios de 1la

acromegalia pueden suprimirse mediante 1la administracién
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SOMATOMEDINA

Factores hipotalamicos que regulan la
secreciédn de hormona del crecimiento.
GRF: factor liberador de hormona del
crecimiento, SS: somatostatina; + indica
estimulacién y - indica inhibicién.(modifica-

do de REICHLIN, 1983).
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de somatostatina (HALL y cols., 1973; BESSER y cols.,
1974a). Sin embargo, los efectos de 1la somatostatina
sobre 1los niveles de GH en pacientes acromegalicos son
de escasa duracidn; la accidén de una inyeccidn intravenosa,
intramuscular o subcutanea de somatostatina dura
aproximadamente una hora, si bien puede ser prolongada
mezclando el péptido con zinc-protamina (BESSER y cols.,

1974a).

8.2.2. SECRECION_DE_TIROTROPINA

La somatostatina inhibe la liberaciébn de
tirotroﬁina (TSH) en preparaciones hipofisarias aisladas
(VALE y cols., 1975) y reduce 1los niveles basales de
esta hormona en la rata (CHIHARA y cols., 1978) y en
el hombre (WEEKE y cols., 1975).

La somatostatina es capaz también de inhibir
la respuesta de la TSH a la TRH de una manera no competitiva
(HALL y cols., 1973). Investigaciones ulteriores mostraron
uA efecto inhibidor de 1la somatostatina in vitro sobre
la respuesta de la TSH a 1la teofilina (VALE y cols,.,
1974), monobutiril-AMPc y prostaglandina E2 (BELANGER
y cols., 1974),

De un modo similar, los elevados niveles basales
de TSH que se observan en pacientes con hipotiroidismo

primario pueden ser reducidos por accibén de la somatostatina
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(BESSER y cols., 1974b; LUCKE y cols., 1975). Ademéas,
la administracidén de anticuerpos anti-somatostatina
potencia la respuesta de la TSH a la TRH o a la exposicidn
al frio; todo ello parece 1indicar que 1la secrecién
hipofisaria de TSH estid controlada por 1la interrelacién
entre TRH y somatostatiné, asi como por el efecto de
retroalimentacién de las hormonas tiroideas.

La accidén de la somatostatina sobre las hormonas
tiroideas ha sido recientemente estudiada. La administracién
exbgena de somatostatina no modifica los niveles séricos
de tiroxina (T 4) ni de triyodotironina (T 3) en sujetos
normales, pero disminuye 1la concentracién de T 3 total
y libre e incrementa 1la concentracidén de T3 inversa
(rT3 ) en pacientes hipertiroideos (DE ROSA y cols.,
1983). Ello parece indicar un efecto extratiroideo de
la somatostatina sobre el metabolismo periférico de
las yodotironinas.

También se ha demostrado que 1la somatostatina
ejerce un efecto inhibidor de 1la 1liberacidédn de TRH en

el hipotalamo de rata in vitro (HIROOKA y cols., 1978).

8.2.3. SECRECION DE_PROLACTINA
La somatostatina no produce ningin efecto
sobre 1o0s niveles basales de prolactina ni sobre 1la

respuesta de esta hormona a la hipoglucemia insulinica o a
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la TRH (HALL y cols., 1973; SILER y cols., 1974; CARR
y cols., 1975). La accibén estimulante ce 1la secrecidn
de prolactina producida por la administracidén de arginina
y la accidn inhibidora propia de la L-dopa no son afectadas
por la somatostatina (SILER y cols., 1973).

Algunos autores (GRANT y ©cols., 1974) han
encontrado una accidn inhibidora por parte de la
somatostatina de la 1liberacidén de prolactina en pacientes
con Aacromegalia, aunque este efectc no ha podido ser
confirmado por otros autores (BESSER y cols., 1974b).

En ratas tratadas con estradiol la somatostatina
ejerce un efecto inhibidor de la liberacidn de prolactina
(COOPER y SHIN, 1981; SAUNDERS y cols., 1983).
Recientemente, GOOREN y cols. (1984) han encontrado
gue la somatostatina es también capaz de inhibir 1la
1iberacidon de prolactina en sujetos agonadales tratados

con estrbgenos y acetato de ciproterona.

8.2.4. SECRECION DE_CORTICOTROPINA

En el hombre, la somatostatina carece de efecto
sobre la secrecidon basal de corticotropina (ACTH) vy
sobre la secrecidn de 1la misma en respuesta al stress
(HALL y cols., 1973; BESSER y cols., 1974a)., Sin embargo,
se ha demostrado una disminucion de 1la secrecidon de

ACTH en cultivos de <células hipofisarias (RICHARDSON
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y SCHONBRUNN, 1981) y wuna supresidon de 1los elevados
niveles de ACTH en pacientes con sindrome de Nelson

(TYRREL y cols., 1975).

8.2.5. SECRECION DE_GONADOTROPINAS

Las secreciones basales de hormona luteinizante
(LH) y de hormona foliculo-estimulante (FSH) no se ven
afectadas por 1la somatostatina (HALL y cols., 1973;
SILER y cols., 1973). Tampoco se influye 1la respuesta
de estas hormonas a la hormona liberadora de gonadotropinas
(LH-RH). Sin embargo, la pequefia elevacidén de los niveles
de FSH inducida en el hombre por 1la TRH es inhibida

por la somatostatina (HALL y cols., 1973).

Un resumen de las acciones de la somatostatina
sobre las distintas hormonas hipofisarias se presenta

en la tabla 4.

8.3. ACCIONES EN EL SISTEMA NERVIOSO

8.3.1. SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

—————— - = o e o e

Dada la amplia distribucibén de 1la somatostatina
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en el sistema nervioso central cabria pensar que este
péptido desarrollaée ciertas acciones en zonas encefalicas
extrahipotalamicas. Los primeros estudios relacionados
con los efectos de 1la somatostatina sobre 1la actividad
eléctrica neuronal indicaron que la aplicacidn de
somatostatina disminuia la excitabilidad espontanea
y evocada de un cierto numero de neuronas de las cortezas
cerebral y cerebelosa, hipotadlamo y médula espinal (RENAUD,
1979). Esta accidén, que en algunos aspectos recuerda
a la del neurotransmisor inhibidor Acido gamma-aminobutirico
(GABA), no era bloqueada por los antagonistas del GABA.
La somatostatina, ademas, puede antagonizar las convulsiones
inducidas por 1la estricnina e incrementar 1la duracidn
de la anestesia barbitirica (McCANN, 1982)., Sin embargo,
otros autores han encontrado que 1la somatostatina ejerce
una accidén excitadora sobre 1la actividad eléctrica
espontidnea de 1las neuronas (DICHTER y DELFS, 1981),
tal vez mediada a través de una inhibicién de neuronas
inhibidoras que provocaria la descarga de otras neuronas.

Algunos aspectos de 1la sensibilidad se ven
también afectados por 1la somatostatina. En las raices
de 1los ganglios dorsales el péptido parece modificar
los impulsos dolorosos dirigidos centralmente mediante
el control de la liberacidén de sustancia P en la zona
de entrada de la raiz dorsal de la médula espinal (REICHLIN,

1981a).
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8.3.2. EFECTOS_SOBRE_LA_CONDUCTA

Se han observado diversas alteraciones
conductuales tras la . inyeccidén intracerebroventricular
de somatostatina (REICHLIN, 1982 ). La inyeccion de
esta hormona en los ventriculos o en el hipocampo del
conejo origina un efecto de alerta, disminuyendo las
ondas lentas y el suefio paradbéjico y, a dosis altas,
ocasiona signos de irritacidn patolégica tales como
hiperquinesia, conducta estereotipada, temblor muscular
y rigidez, catatonia e incluso convulsiones tdnico-clénicas
(IOFFE y cols., 1978).

Los cambios de conducta inducidos por la
somatostatina no se antagonizan con naloxona, lo que
parece indicar que no son debidos a interaccién con
receptores opiaceos (REICHLIN, 1983).

Otros patrones de conducta observados tras
la administracidn central de somatostatina incluyen
una disminucidn del suefio, incoordinacién motora y
analgesia., Estos hallazgos son mAs compatibles con los
de 1los autores (DICHTER y DELFS, 1981) que encuentran
un aumento de las descargas neuronales tras la aplicacion
local del péptido, e indican que la somatostatina ejerce
probablemente importantes efectos neurales en diversos
territorios cerebrales, incluyendo 1la corteza motora,

el hipocampo y el sistema limbico.
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8.3.3._LIQUIDO_CEFALORRAQUIDEO

La amplia distribucién de las células secretoras
de somatostatina en el sistema nervioso central y su
proximidad con 1los ventriculos y espacios subaracnoideos
hace que 1la somatostatina se segregue en el liquido
cefalorraquideo. El péptido es relativamente estable
en este liquido (REICHLIN, 1983). El lugar de la liberacidn
de somatostatina al liquido cefalorraquideo es
anatomicamente difuso y no se limita al hipotéalamo.
Las concentraciones de este péptido en el 1liquido varian
segin un ritmo circadiano en el que los valores minimos
tienen lugar durante el dia (BERELOWITZ y cols.,»1981a).
Los niveles determinados en una serie de 39 voluntarios
entre las 8 y las 9 de la mafiana dieron un resultado
de 62.8 + 6.38 pg/ml (38.4 + 3.9 pmol/l, X + E.S.M,)
(RUBINOW y cols., 1983). Los pacientes con acromegalia
poseen niveles normales de somatostatina en el 1liquido
cefalorraquideo, lo cual no implica que en estos pacientes
la secrecidédn hipotalamica de somatostatina sea normal,
ya que la somatostatina licuoral refleja predominantemente
la secrecidén de la médula espinal y el cerebro (SPRENSEN

y cols., 1980; WASS y cols., 1980).
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8.3.4. SISTEMA_NERVIOSO_VEGETATIVO

En cuanto a 1la actividad del sistema nervioso
simpatico, la somatostatina y sus analogos producen
una inhibicidén completa de 1a secrecién suprarrenal
de adrenalina estimulada por bombesina, 2-desoxiglucosa,
carbachol y otros factores (BROWN y cols., 1979). Esto
sugiere que los receptores de somatostatina deben estar
localizados o deben tener influencia en alguna via final
comin implicada en el tono simpatico.

La somatostatina y sus anadlogos actian también
en el sistema nervioso central para influenciar 1la
frecuencia cardiaca y 1la presidn sanguinea de 1la rata
(BROWN y FISHER, 1980; DEL BARRE y cols., 1977) y del
perro (WEITZMAN y cols., 1979). Se ha sugerido que 1la
disminucidén de 1la presidén sanguinea originada por 1la
somatostatina en perros es secundaria a una disminucidn
de 1los niveles plasmaticos de catecolaminas (WEITZMAN
y cols., 1979).

Recientemente, KESSLER y cols. (1983) han
descrito un incremento de 1la actividad de 1la tirosina-
hidroxilasa en el ganglio cervical superior de la rata
por parte de la somatostatina, y sugieren que este péptido
podria regular el metabolismo noradrenérgico, posiblemente
a través de 1la mediacién de receptores de sustancia
P.

La somatostatina, al igual que ocurre con
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la TRH, es capaz de revertir 1la hipotermia inducida
por bombesinﬁ, cérbachol Y neurotensina; sin embargo,
la somatostatina administrada por wvia intracisternal
o intracerebroventricular no¢ produce hipertermia (BROWN

y TACHE, 1981).

8.4. ACCIONES EN EL PANCREAS ENDOCRINO

La somatostatina, que en el pancreas endocrino
es sintetizada por 1las células D, inhibe 1la secrecién
de insulina, glucagbn y de 1la propia somatostatina,
desempefiando de esta manera una regulacidén paracrina
de la funcidén insular (ARIMURA y FISHBACK, 1981; GERICH,
1981). Varios neurotransmisores influyen a su vez sobre
la secrecidn de somatostatina pancreidtica. La noradrenalina
ejerce un papel estimulante, mientras que la acetilcolina
realiza una funcidén inhibidora de 1la secreciébn de
somatostatina (figura 6).

El efecto de la liberacidn de neurotransmisores
en el islote es complejo. La acetilcolina provoca
directamente 1la secrecidén de insulina y glucagbdn; esta
accién se ve amplificada por 1la inhibicién simultéanea
de la secrecidén de somatostatina. Por otro lado, 1la
noradrenalina estimula 1la 1liberacién de somatostatina,

1o cual incrementaria el efecto inhibidor de las
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catecolaminas sobre la 1liberacién de insulina, pero
inhibiria 1la estimulacién por 1las catecolaminas de la
secrecidn de glucagdn (PORTE y HALTER, 1981).

Otros estimulos para la secrecidén de somatostatina
por las células D de 1los islotes los constituyen el
glucagdén, el déficit de insulina, algunos aminoacidos,
la glucosa y varios péptidos intestinales como la
colecistoquinina y el péptido intestinal vasoactivo
(viP) (REICHLIN, 1983). Se han encontrado receptores
para somatostatina en 1las células A (productoras de
glucagdn), B (productoras de insulina) e incluso en
las células D sintetizadoras de somatostatina (PATEL
y cols., 1982). Sin embargo, el mecanismo por el que
estas interacciones hormonales determinan 1la funcidn
pancreidtica no es conocido en su totalidad (figura 7).

La somatostatina interacciona con las células
A segin el tipico mecanismo de retroalimentacidn negativa:
el glucagdn estimula 1la liberacién de somatostatina
mientras que la somatostatina inhibe 1la liberacidén de
glucagdn. La interaccién de 1la somatostatina con 1la
célula B es maAs compleja: la insulina probablemente
inhibe la 1liberacién de somatostatina y la somatostatina
inhibe también 1la secrecién de insulina. El1 déficit
de insulina, ademas, puede inducir hipersecrecidén de
somatostatina. Sin embargo, la sensibilidad de la célula
A a la inhibicidén por somatostatina es mucho mayor que

la sensibilidad de 1la célula B, por ello se piensa que
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el sistema de retroalimentacidén negativa del glucagédn
puede ser la funcibén predominante de 1la somatostatina
en los islotes pancredticos y se da una mayor importancia
al eje glucagdn-somatostatina que al eje insulina-
somatostatina. No obstante, el efecto sobre 1la funcidn
de la célula A es transiforio‘ mientras que sobre 1la
célula B la accidén de la somatostatina es méas persistente,
lo que explicaria 1la hiperglucemia moderada en pacientes
que reciben somatostatina durante un tiempo prolongado
(KAWAI y cols., 1982; REICHLIN, 1983).

Posiblemente, la somatostatina endbgena desempefia
un papel fisioldégico en 1la regulacidén de 1la secrecidn
de insulina y glucagdn. El efecto agudo de la administracion
de somatostatina es un descenso del nivel plasmatico
de glucosa secundario a la inhibicidén de 1la 1liberacidn
de glucagdn; sin embargo, la infusidén de somatostatina
durante varias horas da lugar a hiperglucemia,
presumiblemente como consecuencia del predominio a largo
plazo de 1los efectos inhibidores sobre 1la secrecién

de insulina (REICHLIN, 1983).

8.5. ACCIONES EN EL TRACTO GASTROINTESTINAL

La mayoria de los efectos gastrointestinales

de la somatostatina parecen ser de naturaleza paracrina,
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ya que el péptido es sintetizado por células endocrinas
intestinales similares a las células D pancreaticas
(POLAK y <cols., 1975; ARNOLD y LANKISCH, 1980). Sin
embargo, la somatostatina puede influenciar las funciones
digestivas por un mecanismo endocrino a través de la
circulacibén periférica e incluso a través de su secrecién
intraluminal (UVNAS-WALLENSTEN, 1980). Las maltiples
acciones que posee la somatostatina a nivel gastrointestinal
se resumen en la tabla 5.

La administraci6n intravenosa de somatostatina
es capaz de suprimir 1la secrecidén gastrica de Aacido
clorhidrico y de pepsina, asi como la secrecidén de gastrina
(GOMEZ-PAN y cols., 1975; CREUTZFELDT y ARNOLD, 1978;
REED y cols., 1978; CHEW, 1983; GESPACH y cols., 1983).

La somatostatina probablemente forma parte
de un mecanismo de retroalimentacién negativa regulador
de la secrecidn de gastrina y de acido clorhidrico (THOMAS,
1980).

La hormona disminuye también la secrecidn
salival basal, asi como las secreciones exocrinas del
pancreas, tanto en lo que respecta a 1la produccidén de
bicarbonato como de enzimas, y 1la secrecidén intestinal
(ADLER y cols., 1980).

La liberacidén de un gran numero de hormonas
gastrointestinales, entre las que podemos citar la
secretina, colecistoquinina, péptido intestinal vasoactivo,

péptido inhibidor gastrico, enteroglucagbn y motilina,
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asi como de neurotransmisores como las catecolaminas,
acetilcolina, neurotensina y sustancia P, también
experimenta una inhibicidén por accién de la somatostatina
(SCHUSDZIARRA y cols., 1978).

La gluconeogénesis que se produce en las células
hepaticas en respuesta al péptido inhibidor gastrico,
péptido intestinal vasoactivo y secretina es inhibida
también por 1la somatostatina (MATSUMURA y cols., 1980).

La somatostatina inhibe el vaciamiento gastrico
y disminuye 1la motilidad duodenal y las contracciones
de la vesicula Dbiliar, estando este uQltimo efecto
posiblemente mediado a través de su accidn inhibidora
de la 1liberacidén de colecistoquinina (SCHUSDZIARRA y
cols., 1978). En el ileo aislado de cobayo la somatostatina
produce una inhibicidon de 1las contracciones que no se
antagoniza con naloxona (JHAMANDAS y ELLIOT, 1980).

En los Ultimos afilos se ha observado que la
somatostatina puede inhibir 1la formacién de (lceras
de stress en las ratas (VARA-THORBECK y cols., 1980)
y ha sido utilizada en el tratamiento de la hemorragia
esofagica y gastrica en el hombre (LIMBERG y KOMMERELL,
1980; RUBIES-PRAT, 1983). En efecto, la hormona es capaz
de disminuir el flujo sanguineo intestinal y probablemente
el flujo gastrico incrementando las resistencias vasculares
mesentéricas (REICHLIN, 1983).

En humanos anestesiados ha podido demostrarse

que la somatostatina reduce el flujo sanguineo en las
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arterias hepAatica comiun, esplénica, ileocdlica y codlica
izquierda (TYDEN y «cols., 1979). Las acciones de 1la
somatostatina sobre la circulacién portal han sido
estudiadas recientemente por MacLELLAN y cols. (1983).
Estos autores encuentran una reduccién significativa
del flujo sanguineo hepitico en la rata tras la inyeccién
de somatostatina en una vena sistémica, pero no han
observado modificaciones tras 1la inyeccién del péptido
en la circulacién portal. Sugieren, por tanto, que 1la
somatostatina ejerceria su accidén a través de la circulacién
esplacnica pre-hepatica mas bien que directamente en
la vena porta (MacLELLAN y cols., 1983).

En 1lo que respecta a 1los procesos absortivos
el efecto global de 1la somatostatina consiste en una
disminucién de la absorcidon de nutrientes en el estdmago
e intestino delgado, como consecuencia de su accién
inhibidora de 1la motilidad y de las secreciones de estos
drganos (REICHLIN, 1983). Ademads, la somatostatina bloquea
el transporte de iones en el colon (DHARMSATHAPHORN
y .cols., 1980a). Por otra parte disminuye 1la ingesta
a través de un efecto sobre los mecanismos de la saciedad
(PORTE y HALTER, 1981), por lo que el péptido podria
desempefiar un papel fisioldgico en 1la regulacién de
la velocidad de absorcidén gastrointestinal (SCHUSDZIARRA

y cols., 1979).
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8.6. OTRAS ACCIONES

La somatostatina posee otras acciones inhibidoras
en diversos territorios organicos. Inhibe, por ejemplo,
la liberacidén de calcitonina y de hormona paratiroidea
(HARGIS y cols., 1978), 1lo cual resulta coherente con
su accién inhibidora de la liberacién de hormonas
gastrointestinales. In vitro, 1la somatostatina ha sido
capaz de bloquear la 1liberacién de hormona paratiroidea
estimulada por Dbajos niveles de <calcio plasmatico,
isoproterenol y dibutiril-AMPc (KUKREJA y cols., 1980).
Como ya se menciond anteriormente, algunas células
parafoliculares tiroideas contienen somatostatina y
calcitonina. (VAN NOORDEN y cols,, 1977). La 1liberacidn
de somatostatina puede conducir a wuna disminucibén de
la secrecidén de calcitonina por un mecanismo autocrino
(GORDIN y cols., 1978; REICHLIN, 1983).

La somatostatina altera la agregacidn plaquetaria
y bloquea 1la leucocitosis en respuesta a endotoxinas
(McCANN, 1982). Induce 1la secrecidén en 1los mastocitos,
observandose al microscopio que esta respuesta secretora
a somatostatina implica una exocitosis de 1los granulos
de histamina muy similar a la obtenida con el cléasico
compuesto 48/80 (THEOHARIDES y cols., 1981). Este es
uno de 1los pocos efectos estimulantes que se conocen

de la somatostatina.
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En el rifion la somatostatina se comporta como
un potente inhibidor de 1la secrecidén de renina inducida
por furosemida (GOMEZ-PAN y cols., 1976; ROSENTHAL vy
cols., 1976). La somatostatina no modifica la actividad
de renina plasmiatica en sujetos sanos ni en pacientes
hipertensos con renina baja; sin embargo, reduce
significativamente 1los valores de renina de pacientes
con hipertensién esencial con renina alta o normal
(ROSENTHAL y cols., 1978a, 1978b). Se han supuesto también
algunas acciones inhibidoras en 1los t(bulos renales
(FORREST y cols., 1980). Se piensa que la somatostatina
podria desempeiiar un cierto papel en 1la regulacién de
la funcién renal ya que, en el perro, ha podido demostrarse
que interfiere con la accién antidiurética de la vasopresina
(REID y ROSE, 1977).

En 1o que respecta al sistema cardiocirculatorio
hay pocos datos acerca de los efectos de la somatostatina.
Se sabe que este péptido origina en auriculas aisladas
de cobayo una disminucién de 1la fuerza contractil, si
bien parece ser inactivo en otras especies como la rata
y el conejo (QUIRION y cols., 1979). Este efecto inotrépico
negativo de la somatostatina se acompafia de una inhibicién
selectiva del efecto inotrépico positivo provocado por
la neurotensina en la misma preparacidén antes mencionada
(QUIRION y cols., 1979).

La somatostatina impide los incrementos en

la presién arterial y en la actividad de renina plasmatica
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producidos por orciprenalina (ROSENTHAL y cols., 1977)
sin afectar 1los niveles plasmAaticos de noradrenalina
(CHRISTENSEN y cols., 1975). La administracién intravenosa
de somatostatina produce un incremento inicial en 1a
presion arterial sistélica que dura unos dos o tres
minutos y que se continGa con un periodo de disminucién
de 1la presién arterial que alcanza su punto mas bajo
a los 30-60 minutos (MOULOPOULOS y cols., 1978)., Ademas,
la somatostatina es capaz de prolongar el efecto hipotensor
del diazéxido (MOULOPOULOS y cols., 1978). Otros autores,
sin embargo, han encontrado un efecto hipertensor de
la somatostatina (TYDEN y cols., 1979; SAID, 1983) o
ningin efecto sobre 1a presidon arterial (ROSENTHAL vy
cols., 1978a, 1978b).

La somatostatina tampoco modifica el volumen
minuto cardiaco ni el volumen por latido en condiciones
normales, pero logra descender estos parametros en
condiciones de hiperreninemia inducida por furosemida
en pacientes con hipertension esencial con renina alta
(ROSENTHAL y cols., 1978a, 1978b).

En fechas recientes, GRECO y ~cols. (1984)
han observado una disminucién de la frecuencia cardiaca
en un grupc de pacientes <con psoriasis tratados con
somatostatina. Estos mismos autores han administrado
somatostatina a seis pacientes con taquicardia supraventricu-
lar, consiguiendo restablecer el ritmo sinusal en cinco

de ellos. Posiblemente 1la somatostatina esté& presente
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en fibras vagales y desempefia un cierto papel fisioldgico
en el control de 1la funcidén cardiaca (GRECO y cols.,

1984).

8.7. ACCIONES DE LA SOMATOSTATINA-28

Se han estudiado las acciones de la
somatostatina-28 sobre 1la secrecidn h%ﬁofisaria humana,
habiéndose demostrado que este polipéptido suprimia
la respuesta de la GH a 1la arginina (RODRIGUEZ-ARNAO
y cols., 1981; MILLAR y cols., 1983) y a 1la hipoglucemia
insulinica (MILLAR y cols., 1983). La somatostatina-
2B parece ser mas potente y parece ejercer un efecto
mas prolongado que la somatostatina-14 (RODRIGUEZ-ARNAO
y cols., 1981; MILLAR y cols., 1983; GOMEZ-PAN Y RODRIGUEZ-
ARNAO, 1983),

Las acciones de la somatostatina-28 sobre
la liberacidn de TSH parecen ser cualitativa y
cuantitativamente similares a las ejercidas por el
tetradecapéptido. La secrecidon de prolactina y de ACTH
no se ve alterada por accidén de 1la somatostatina-28
(GOMEZ-PAN y RODRIGUEZ-ARNAO, 1983).

La somatostatina-28 <carece de efecto sobre
la motilidad intestinal y sobre la circulacidn mesentérica

(KONTUREK y cols., 1981). Es, no obstante, més potente
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que la somatostatina-14 en su efecto inhibidor de 1la
secrecidén exocrina pancreitica y en su efecto inhibidor
de la secrecidon de insulina y glucagbén estimulada por
bombesina (KONTUREK y cols., 1981).

Las diferencias entre las acciones inhibitorias
de 1la somatostatina-14 y 1la somatostatina-28, asi como
sus distintos 1lugares de wunién a receptores (SRIKANT
y PATEL, 1981a), sugieren que 1la somatostatina-28 no
es simplemente un precursor de la somatostatina-14,
sino que posee algunas funciones fisiolédgicas

independientes.
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9. MECANISMO DE ACCION

El mecanismo de accion de la somatostatina
parece ser bastante similar en todos 1los d4rganos en
los que esta hormona desarrolla algin efecto. No obstante,
los procesos intimos de este mecanismo no han sido,
hasta el presente, perfectamente comprendidos. A
continuacién se revisan y comentan algunos detalles
de los aspectos mas importantes concernientes al mecanismo
de la accidén de la somatostatina segin los datos publicados

en los Gltimos afios.

9.1. RECEPTORES

Las acciones de la somatostatina parecen requerir
la presencia de unos receptores especificos que se han
identificado y caracterizado en 1la hipéfisis de rata
(AGUILERA y PARKER, 1982; SRIKANT y PATEL, 1982), células
tumorales de hipéfisis de rata (SCHONBRUNN y TASHJIAN,
1978; REUBI y cols., 1982) y membranas celulares de
hipé6fisis bovinas (LEITNER y cols., 1979). La mayoria
de los autores (SCHONBRUNN y TASHJIAN, 1978; AGUILERA

y PARKER, 1982) opina que 1los receptores hipofisarios
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para somatostatina constituyen wuna poblacidén uniforme
de sitios de unidén de alta afinidad. REUBI y cols. (1982),
por su parte, describen una unién de alta afinidad para
la somatostatina en homogenados de membranas procedentes
de un tumor hipofisario rico en células somatotrobpicas
y sugieren, al contrario que otros autores, la existencia
de varios subtipos de receptores para la somatostatina<
en la hipdfisis.

La existencia de somatostatina 1ligada a 1la
membrana de células somatotroépicas, tirotrépicas y
lactotrdpicas, asf como en la matriz citoplasmica, granulos
de secrecién y componente eucromatinico de células
hipofisarias, ha sido demostrada mediante técnicas
inmunohistoquimicas (MOREL y cols., 1983).

SRIKANT y PATEL (1981b) han identificado y
caracterizado receptores especificos para somatostatina

12SI-Tyrll)—somatostatina

en el cerebro de rata utilizando (
como radioligando. Estos receptores, presentes en membranas
obtenidas de sinaptosomas, pueden ser activados por
analogos activos de la somatostatina.

En el tracto gastrointestinal la desfosforilacién
de 1las proteinas podria ser responsable de al menos
algunos de 1los efectos fisioldégicos de la somatostatina.
El péptido es un potente y aparentemente selectivo activador
de la fosfoproteina-fosfatasa en homogenados y extractos

citosélicos obtenidos de higado y pancreas, células

gastricas y células intestinales (REYL y LEWIN, 1981),
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LEWIN y REYL (1982) sugieren la existencia de un receptor
intracelular para' la somatostatina con propiedades
caracteristicas de subunidad reguladora de la fosfoproteina-
fosfatasa. Es decir, los efectos inhibidores de 1la
somatostatina sobre varias funciones <celulares podrian
estar mediados por desfosforilacién de sustratos. Estos
receptores intracelulares han sido identificados en
células de la mucosa gastrica; en este tejido se han
encontrado tres especies moleculares distintas: una
de un peso molecular de 130000, que representa el sitio
especifico de unidén para la somatostatina y que esté
desprovista de actividad enzimatica, y otras dos porciones,
de pesos moleculares aparentes de 64000 y 13000, que
son las unidades cataliticas capaces de desfosforilar

1a 32

P-histona, pero que no se unen a la somatostatina
(REYL y LEWIN, 1982). Por 1lo tanto, la desfosforilacidn
de sustratos podria ser el efecto primario que desencadenase
las acciones fisioldgicas de 1l1la somatostatina en 1la
mucosa gastrica y tal vez en otros Organos del tracto
digestivo.

A este respecto es también significativo el
hecho de que la adicién de somatostatina a preparaciones
in vitro de membranas plasmaticas sinapticas obtenidas
del hipocampo disminuye la fosforilacidén de las proteinas
especificas (DOKAS y «cols., 1983). Esto sugiere que

la somatostatina es también capaz de afectar la

fosforilaciébn proteica de las membranas plasmaticas
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sindpticas, probablemente por interaccién con sitios
especificos de la membrana capaces de unirse a la hormona.

Se han encontrado, por otra parte, receptores
para somatostatina en 1los acinos pancreaticos (ESTEVE
y cols., 1982). En este tejido, tras la unidén a la membrana
celular, el péptido es internalizado y, al parecer,
interacciona con moléculas intracelulares previamente
al desarrollo de sus efectos (ESTEVE y cols., 1982).

En 1la auricula aislada de cobayo, QUIRION
y cols. (1979) sugieren que 1la somatostatina produce
su efecto inotrépico negativo a través de una interaccidn
con receptores especificos muy probablemente localizados
en la membrana celular. Esta interaccién daria lugar
posteriormente a una reduccidén en el flujo de entrada
de calcio al interior celular. El efecto inotrédpico
negativo de 1la somatostatina persiste aun después del
tratamiento de las ©preparaciones con una mezcla de
inhibidores formada por practolol, fentolamina, metisergida,
difenhidramina, cimetidina, atropina e indometacina
lo que sugiere que la somatostatina actia directamente
y no a través del bloqueo de los receptores alfa o beta-
adrenérgicos, receptores H1 o H2 , serotoninérgicos o
muscarinicos, ni a través de la liberacién de
prostaglandinas (QUIRION y cols., 1979).

En otros tejidos, como por ejemplo, el rifion,
donde la somatostatina estimula la sintesis de glucosa

a partir de lactato y piruvato, DILEEPAN y cols. (1982)
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han descrito wuna inhibicién de 1la accidén del péptido
por el prazosin, un antagonista de los receptores alfa-1
adrenérgicos, y una ausencia de esta inhibicidén por
parte de la yohimbina, antagonista especifico de receptores
alfa-2 adrenérgicos. Por ello, el efecto estimulante
de la somatostatina sobre la neoglucogénesis renal parece
que podria estar mediado a través de una interaccidn

con receptores de tipo alfa-1 adrenérgicos.

9.2. NUCLEOTIDOS CICLICOS

Los nucleétidos ciclicos, principalmente el
monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) y el monofosfato
ciclico de guanosina (GMPc), intervienen como segundos
mensajeros en la accién de un gran ndimero de hormonas.
Ha podido comprobarse que la somatostatina disminuye
la sintesis tanto basal como estimulada de AMPc en cultivos
tisulares de hipéfisis anterior de rata y oveja, y que
esta disminucidén se corresponde con la inhibicidén de
la liberacidén de GH y TSH (BELANGER y cols., 1974; BORGEAT
y cols., 1974; BRYCE y cols., 1975; SHEPPARD y cols.,
1979¢c; KRAICER y SPENCE, 1981; DORFLINGER y SCHONBRUNN,
1983).

El efecto 1inhibidor de 1la secrecidén 4&cida

gastrica por parte de la somatostatina también parece
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ser debido a un control selectivo y directo de la produccion
de AMPc¢ inducida por la histamina en las células parietales
a través de un sitio de reconocimiento diferente del
receptor histaminico H2 (CHEwW, 1983; GESPACH y cols.,
1983). E1 péptido es, sin embargo, incapaz de inhibir
el incremento de 1los niveles de AMPc originado por 1a
prostaglandina Ei o por los inhibicdores de fosfodiesterasa
(BATZRI, 1981).

La somatostatina inhibe también 1la sintesis
de AMPc estimulada por secretina en los acinos pancreéaticos
de cobayo (ESTEVE y cols., 1982).

En lo que respecta a los niveles de GMPc ,
otro posible mensajero de la accién hormonal, VESELY
(1980) ha comprobado que la somatostatina incrementa
los niveles de este nucledtido en 1la hipdfisis y el
cerebro de rata. La somatostatina, a concentraciones
del orden de 2 pmol/l incrementa la actividad de 1la
guanil-ciclasa en el cerebro y otros oOrganos como el
higado, péancreas, estomago e intestino delgado de rata.
Sin embargo, a concentraciones mas altas (20 pmol/1)},
el péptido produce una marcada inhibicidén de la actividad
de 1la guanil-ciclasa en todos 1los tejidos estudiados,
lo que podria explicar algunas discrepancias obtenidas
en investigaciones previas. No todos los investigadores,
en efecto, han podido comprobar un incremento en 1los
niveles intracelulares de GMPc por accién de la

somatostatina (SHEPPARD y cols., 1979c; KRAICER y SPENCE,
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1981).

9.3. FENOMENOS DISTALES A LOS NUCLEOTIDOS CICLICOS

Ademads de 1la inhibicién de 1la generacidn del
AMPc o de un posible efecto potenciador de 1la sintesis
de GMPc, 11la somatostatina ha mostrado capacidad para
blogquear de modo consistente algunos fendmenos implicados
en la secrecién distales. o wulteriores a 1la sintesis
de los nucledtidos ciclicos mencionados.

La somatostatina, efectivamente, suprime la
liberacién de GH y de TSH inducida por analogos del
AMPc como el N 6—monobutiril y el NP -2-0-dibutiril-AMPc
Yy por otros secretagogos gque estimulan 1la acumulacidn
del AMPc. Estas sustancias incluyen los inhibidores
de fosfodiesterasa (teofilina, 3-isobutiril-l-metilxantina)
y los estimulantes directos del AMPc tales como 1las
prostaglandinas Ei y E; o la elevacién de la concentracién
extracelular de potasio (BELANGER y cols., 1974; BORGEAT
y cols., 1974; BRYCE y cols., 1975; STACHURA, 1977;
HAYASAKI-KIMURA y TAKAHASHI, 1979; SHEPPARD y cols.,
1979c; KRAICER y SPENCE, 1981; STACHURA, 1981)., En el
tejido paratiroideo in vitro, KUKREJA y cols. (1980)
sugieren que 1la inhibicién de 1la secrecién de hormona

paratiroidea por la somatostatina es debida a una accidn
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distal al AMPc, ya que el efecto del péptido es mas
marcado en el caso de estimulacién con isoproterenol.
Todo ello parece indicar que una parte importante del
mecanismo de accidén de 1la somatostatina se ejerceria
impidiendo la expresibén celular que conlleva el incremento
en los niveles intracelulares de AMPc. Por otra parte,
la somatostatina no parece ejercer su accidén a través
de una estimulacidén de 1la sintesis de 1las proteinas.
La cicloheximida, un inhibidor de 1la sintesis proteica,
no es capaz de impedir 1la inhibicién de 1la secrecidn
de GH ejercida por 1la somatostatina in vitro (VALE y

cols., 1975).

9.4. FLUJOS IONICOS

Varios autores han apuntado la posibilidad
de que 1la somatostatina pudiera influenciar el proceso
de exocitosis a través de una interferencia con los
mecanismos 1iénicos que controlan este fendémeno y, mas
concretamente, a través de una reduccién del flujo de
entrada de calcio al interior de las células.

Las sustancias que incrementan la concentracidn
intracelular de c¢alcio favoreciendo la entrada de este
catién a las células, o bien originando una redistribucidn

intracelular del mismo, son, en efecto, agentes que
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potencian la secrecidén de GH. La somatostatina, de hecho,
puedg impedir los fenomenos exociticos dependientes
de calcio en 1la hipéfisis de rata (SCHOFIELD y cols.,
1974).

La elevacidon de 1la concentracién extracelular
de potasio también estimula la secrecidén de GH. E1 potasio
a altas concentraciones actia a través de una
despolarizacién de 1la membrana plasmatica que origina
un incremento wulterior del flujo de entrada de calcio
(KRAICER y SPENCE, 1981). En esta secrecidén de GH inducida
por altas concentraciones de potasio no intervendria,
en principio, ningin nuclebétido ciclico. Algunos autores,
sin embargo, han encontrado que las altas concentraciones
extracelulares de potasio pueden actuar, al menos en
parte, a través de un incremento del AMPc intracelular
(KRAICER y SPENCE, 1981). Por otra parte, el iondforo
A23187, un antibidtico 4&cido monocarboxilico, 1incrementa
la permeabilidad al calcio en las membranas celulares,
lo que origina un aumento del calcio libre intracelular
mediado a través de un incremento del flujo de entrada
desde el exterior y desde los organelos intracelulares
que almacenan este catién (figura 8).

Pues bien, el incremento en la liberacién
de GH inducido tanto por alto potasio como por el ionéforo
A23187 puede ser blogqueado por 1la somatostatina a

0

concentraciones del orden de 6x107! M (0.6 nM), o mediante

la disminucién de la concentracién de calcio en el medio
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Figura 8.-

Esquema representativo de las actuales ideas
sobre el mecanismo de accidén de la somatostatina
en células somatotrdpicas hipofisarias. La
somatostatina (SS) ejerceria su accidn antagonis-
ta de 1la hormona liberadora de hormona del
crecimiento (GHRH) actuando mediante (1)
una disminucidén de los niveles de AMPc, (2) una
disminucién de 1los niveles de calcio 1libre
citosélico y (3) un bloqueo de los fendémenos
intracelulares posteriores a la elevacidn
del calcio 1libre citosdélico. La somatostatina
bloquea también el efecto secretor de GH
originago por altas concentraciones de potasio
(alto K”) o por el ionéforo A23187. Explicacidn
mas detallada en el texto. PK: proteina quinasa
dependiente del AMPc; R: receptor de la GHRH;
AC: adenil <ciclasa (modificado de KRAICER
y SPENCE, 1981),.
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extracelular., La somatostatina, sin embargo, no altera
el 1ligero incremento en 1los niveles de AMPc originado
por las altas concentraciones de potasio. Este hecho
es consistente con una accidén de la somatostatina mas
alla (distal) de 1la sefial del AMPc, 1la cual operaria
bloqueando el aumento en los niveles de calcio citosdlico
libre procedente tanto del exterior celular como de
los organelos intracelulares (KRAICER y SPENCE, 1981),
El hecho de que 1la somatostatina sea capaz de reducir
la captacidén de calcio inducida por altas concentraciones
de potasio y por el iondéforo A23187 es consistente con
la hipbtesis de que el péptido, tras ligarse a su receptor,
podria actuar disminuyendo la entrada de calcio al interior
de 1la célula, originando de este modo un descenso del
calcio citosdlico que bloquearia 1a liberacidén de GH
(BICKNELL y SCHOFIELD, 1976,1977; SCHOFIELD y BICKNELL,
1978; SHEPPARD y cols., 1979c; KRAICER y SPENCE, 1981).

El efecto de la somatostatina sobre la captacién
de calcio ha podido ser directamente evaluado mediante
la utilizacidén de radionucleidos., En islotes pancreaticos
aislados de rata 1la somatostatina, a concentraciones
del orden de 1 nM, inhibe la captacién de 45Ca estimulada
por glucosa en medios que contienen calcio a bajas
concentraciones (OLIVER, 1976). Es significativo el
hecho de que la somatostatina a las mismas concentraciones
a las que inhibe la secrecidén de insulina también desarrolla

su accidn sobre los flujos de 45Ca.
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PACE y TARVIN (1981), trabajando también en
islotes pancreéticos aislados de rata, han demostrado
que las sustancias que interfieren con el flujo de salida
de potasio en células insulares pueden bloquear los
efectos de la somatostatina sobre la secrecidén de insulina
y sobre los efectos electrofisiologicos de altos niveles
de glucosa en las células endocrinas pancreaticas. Estos
autores proponen que la accidén primaria de la somatostatina
consiste en un incremento del flujo de salida de potasio
que, a su vez, disminuye la acumulacidén de calcio
intracelular. Esta disminucidén del calcio intracelular
conduciria a un desacoplamiento entre el estimulo provocado
por la glucosa y la secrecidn de la célula B,

La accidn inotrdépica negativa que muestra
la somatostatina ha dado lugar a algunos estudios acerca
del mecanismo de la accidén de este péptido en preparaciones
cardiacas aisladas. QUIRION y cols. (1979) han comprobado
que el efecto inotrdpico negativo depende de una interaccion
de la somatostatina con receptores especificos, y que
este efecto se ve potenciado al disminuir la concentracién
extracelular de calcio en el medio de incubacién. Por
otro lado, el incremento de 1la concentracidén de calcio
extracelular provocaba una significativa reduccidn en
la capacidad de 1la somatostatina para estimular sus
receptores, es decir, el calcio parecia comportarse
como un antagonista de 1la somatostatina en 1la auricula

de cobayo. Estos resultados sugieren que 1la accidn
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inotrdpica negativa de la somatostatina en esta preparacidn
podria ser debida a una interferencia del péptido con
el transporte del calcio hacia el interior celular (QUIRION
y cols., 1979). La somatostatina, por otra parte, no
tiene ningin efecto sobre 1la ATP-asa Na/K-dependiente
(PACE y TARVIN, 1981) y carece de propiedades bloqueantes
de 1los receptores beta adrenérgicos cardiacos (QUIRION

y cols., 1979)..

Sintetizando 1o revisado hasta aqui podemos
resumir el mecanismo de accidén de 1la somatostatina de
la siguiente forma (figura 8). La secrecidon hipofisaria
de GH requiere un aumento de la concentracidén intracelular
de calcio. Este catidén puede proceder del medio extracelular
o bien de los organelos intracelulares que lo almacenan,
El estimulo fisiolbégico que provoca el incremento en
el calcio 1libre citosbélico 10 constituye 1la interaccidn
de la hormona liberadora de GH (GHRH o GRF) con sus
receptores especificos situados en la membrana plasméatica
de 1las células somatotrdépicas (BRAZEAU y cols., 1982).
Esta interaccién estimula 1la actividad de 1la adenil-
ciclasa, por medio de 1la cual se genera un aumento en
los niveles intracelulares de AMPc (BRAZEAU y cols.,
1982; CRONIN y cols., 1982). El incremento en los niveles
de AMPc estimula los movimientos intracelulares de calcio
desde los organelos que 1lo almacenan hasta el citosol,

efecto probablemente mediado por wuna proteina quinasa



~79-

dependiente del AMPc (BRAZEAU y cols., 1982). E1 GRF
puede actuar también directamente en la membrana plasmatica
incrementando 1la permeabilidad de 1la misma al calcio,
lo que aumentaria el flujo de entrada de este ién (KRAICER
y SPENCE, 1981).

Sobre este mecanismo de secrecidn de GH inducida
por su hormona 1liberadora, 1la somatostatina ejerce un
efecto de naturaleza no competitiva que no implica
alteraciones en la unidén del GRF a sus receptores
hipofisarios. Andlogamente esto es también valido para
el efecto 1inhibidor de 1la secrecion de TSH inducida
por TRH (VALE y cols., 1975; HARWOOD y GREWE, 1983).
Este antagonismo no competitivo ejercido por la
somatostatina se verificaria pues segin un triple efetto
(GOMEZ-PAN y RODRIGUEZ-ARNAO, 1983): (1) supresidén de
la formacibébn de AMPc, (2) reduccidén del incremento en
la concentracidén intracelular de calcio, y (3) bloqueo
de los fendémenos intracelulares posteriores a la elevacién
del calcio libre citosélico necesarios para la secrecidn

hormonal (figura 8).
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10. APLICACIONES TERAPEUTICAS

La somatostatina se ha wutilizado como agente
terapéutico en ensayos clinicos, aunque su uso no se
ha generalizado todavia. Tres han sido 1los principales
territorios en 1los que la somatostatina ha. mostrado
ser un tratamiento potencialmente Gtil. En primer lugar,
algunos trastornos endocrino-metabdélicos como la diabetes
mellitus y la acromegalia; en segundo término, ciertos
tumores como los productores de GH y 1los derivados del
sistema APUD (apudomas), y, finalmente, la somatostatina
se ha wutilizado en el tratamiento de un gran numero
de enfermedades y trastornos gastrointestinales.

La tabla 6 recoge 1las principales aplicaciones

terapéuticas de la somatostatina.

10.1. DIABETES MELLITUS

La infusién de somatostatina en sujetos normales
suprime la secrecidén de GH, insulina y glucagdn, y origina
un descenso transitorio de 1la glucemia debido a 1la
inhibicién de 1la secrecidén de glucagén. Una infusidn

mantenida de somatostatina da lugar a un ulterior efecto
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TABLA 6.- USOS CLINICOS DE LA SOMATOSTATINA

Trastornos endocrinos: Diabetes mellitus tipo I

Acromegalia

Tumores: Adenomas secretores de GH
Gastrinomas
Insulinomas
Glucagonomas
Vipomas

Carcinoide

Trastornos gastrointestinales: Hemorragia digestiva por

Glcera gastrica
- Gastritis de stress
Ulcera de duodeno
Pancreatitis aguda

Fistulas pancreaticas

Otros procesos: Psoriasis

Nesidioblastosis
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hiperglucémico debido a la disminucidon predominante
de la secrecidn de insulina (KAWAI y cols., 1982; REICHLIN,
1983).

En pacientes con diabetes mellitus tipo 1
la somatostatina disminuye la glucemia y retrasa, aunque
no evita, la aparicién de hiperglucemia y cetosis cuando
se suspende la administracién de insulina (GERICH, 1981);
este efecto se atribuye a 1la accién supresora de la
liberacién de glucagdén. La accidén protectora de la cetostis
ﬁo se relaciona con 1la inhibicién de 1la liberacién de
GH, aunque se ha sugerido que quiza tal accidn s;bre
la GH podria ser de aplicacidén terapéutica para prevenir
la microangiopatia diabética (BARUH y cols., 1981; MIROUZE,
1981).

En 1la diabetes mellitus tipo II el efecto
de 1la somatostatina es, sin embargo, perjudicial, ya
que su administracién origina un efecto hiperglucemiante
por su accidén frenadora de 1la liberacidén de insulina
(GERICH, 1981).

La somatostatina se ha wutilizado junto con
la insulina para disminuir la gravedad de las variaciones
glucémicas en 1la diabetes 14abil. No obstante, se han
realizado alin pocos estudios sobre este aspecto (GERICH,

1981).
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10.2. ACROMEGALIA

Como ya se menciondé (apartado 8.2.1), la ,
somatostatina es capaz de disminuir 1los altos niveles
plasmaticos de GH que se encuentran en pacientes con
acromegalia (HALL y cols., 1973; BESSER y cols., 1974a).
La dosis minima eficaz en este trastorno es de 1.3 pg/min
en infusién intravenosa. Las infusiones prolongadas
de somatostatina suprimen la 1liberacién de GH, insulina
y glucagdn en 1los pacientes acromegilicos y evitan las
bruscas elevaciones de GH (BESSER y cols., 1974b). E1l1
1nqonveniente que presenta el tratamiento de la acromegalia
con somatostatina deriva de la naturaleza peptidica
de esta hormona que obliga a su administracién por via

intravenosa, asi como de la escasa duracién de su accidn.

10.3. TUMORES ENDOCRINOS

Un cierto namero de tumores endocrinos
hipersecretores pueden ser controlados mediante la
administracién de somatostatina. Se incluyen entre éstos
los adenomas secretores de GH, gastrinomas, insulinomas,
glucagonomas y vipomas. En el sindrome carcinpoide la

somatostatina disminuye la eliminacién urinaria de &acido
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5-hidroxiindolacético, suprime 1los fendmenos vasomotores
éuténeos y evita 'la diarrea (DHARMSATHAPHORN y cols.,
1980b) .

Nuevamente debemos sefialar que 1la necesidad
de una infusidén intravenosa continuada asi como la corta
duracidén de la accidén del péptido resultan serios
inconvenientes a 1la hora de plantear un t?atamiento

continuado con somatostatina.

10.4. ENFERMEDADES GASTROINTESTINALES

En patologia gastrointestinal 1la somatostatina
ha sido wutilizada para el tratamiento de 1la hemorragia
digestiva por (lcera géastrica y de la gastritis de stress.
En los casos de hemorragia ésta cede en el transcurso
de unas pocas horas tras la administracidén del péptido.
La dosis terapéutica utilizada suele ser un bolo intravenoso
de 250 pg seguido por 1la infusién de 250 pg/hora (RENE
y cols., 1980). En algunos ensayos clinicos la somatostatina
ha mostrado ser superior a la cimetidina en el tratamiento
de 1las hemorragias gastricas; esta mayor eficacia tal
vez estd relacionada con el hecho de que la somatostatina
consigue un pH géastrico superior a 7, imposible de obtener
con cimetidina (KAYASSEH y cols., 1980; MIKHAILIDIS

y cols., 1981). Su efecto beneficioso se debe tanto
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a la disminucidén del flujo sanguineo al estémago como
a la inhibicidén de la secrecidén de gastrina y acido clorhi-
drico.

La somatostatina ha demostrado ser eficaz
también en el tratamiento de pacientes con Glcera de
duodeno. La explicacidén de este hallazgo se debe a que
a su efecto inhibidor de 1la secrecidén &acida gastrica
se une un mecanismo de proteccidén tisular sobre las
células de 1la mucosa gastrica. SZABO y USADEL (1982)
han demostrado que 1las lesiones provocadas en el tracto
gastrointestinal por un cierto nimero de agentes toéxicos
pueden ser evitadas mediante el tratamiento previo con
somatostatina, por 1lo que estos autores sugieren que
el péptido ejerce un cierto efecto citoprotector.

En pacientes con pancreatitis aguda la
somatostatina puede producir mejoria clinica y disminucidn
de la amilasemia. Estos efectos derivan tanto de su
aceidn inhibidora de 1a secrecidén exocrina pancreéatica
como de su accidén bloqueante de 1la liberacidén de otras
hormonas  gastrointestinales (USADEL y cols., 1980).
La accidén citoprotectora anteriormente citada (SZABO
y USADEL, 1982) quizid sea también importante en el efecto
terapéutico de la somatostatina en la pancreatitis aguda.

Se ha demostrado también 1la wutilidad de 1la
somatostatina en 1la profilaxis de 1la pancreatitis en
pacientes a los que se somete a cirugia pancreéatica;

la somatostatina favorece, ademéas, el cierre de las
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fistulas pancreadticas y ejerce un efecto profilactico

sobre el shock (USADEL y cols., 1980).

10.5. OTRAS APLICACIONES

Se ha descrito la utilidad de la somatostatina
en el tratamiento de 1la psoriasis (GRECO y cols., 1984).
La hipoglucemia infantil debida a nesidioblastosis,
un trastorno del desarrollo pancreatico caracterizado
por 1la presencia de células insulares hiperfuncionantes
y anatbémicamente desorganizadas, ha sido tratada con
éxito variable mediante la administracién de somatostatina
como medida de emergencia y como método para evaluar
la utilidad de la pancreatectomia (HIRSCH y cols., 1977;

ROTI y cols., 1981).

10.6. ANALOGOS DE SOMATOSTATINA

La somatostatina-28 tiene una vida media méas
prolongada, una accidén mas potente y un efecto de rebote
de menor cuantia que 1la somatostatina-14. Sin embargo,
la somatostatina-28 no influye sobre 1la circulacidn

mesentérica ni sobre 1la motilidad intestinal, por 1lo
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que no resultaria Gtil en el tratamiento de las hemorragias
por hipertensién portal (KONTUREK y cols., 1981).

Con objeto de soslayar los inconvenientes
que presenta la wutilizacion de un péptido no absorbible
por via oral y de escasa vida media, se ha intentado
la sintesis de analogos estructurales de somatostatina
que presenten ventajas terapéuticas sobre el compuesto
original. Un andlogo de somatostatina tendrad interés
terapéutico si por un 1lado presenta una facil absorcién
digestiva y una larga vida media de eliminacién, o bien,
por otro lado, si muestra poseer un espectro mas reducido
de accibén, esto es, una especificidad en sus acciones
biolbégicas, lo que permitiria su utilizacién en determinados
procesos patoldgicos con una disminucidn del nGmero
de efectos colaterales.

Se ha conseguido un analogo de somatostatina
sustituyendo el L-triptéfano y la L-cisteina de 1las
posiciones 8 y 14 por D-triptéfano y D-cisteina,
respectivamente (KAHN y cols., 1981). Este compuesto
ejerce un 1intenso efecto supresor sobre 1la secrecién
de glucagdn con el consigulente descenso de la glucemia.
Recientemente se han sintetizado también un hexapéptido
(VEBER y cols., 1981) y un octapéptido (BAUER y cols.,
1982) analogos de la somatostatina que parecen ser mas
potentes y selectivos que la hormona original. Sus acciones

y su potencial utilidad clinica estan todavia en estudio.
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11. EFECTOS INDESEABLES E INCONVENIENTES

La utilizacidn terapéutica de 1la somatostatina
puede dar lugar a algunos efectos colaterales y secundarios
indeseables debido a 1la multiplicidad de acciones que
posee esta hormona.

La administracidén continuada de somatostatina
da lugar a la aparicidon de hiperglucemia debido al efecto
supresor de la liberacidén de insulina (GERICH, 1981).

La somatostatina produce también wun sindrome
de malabsorcidén especialmente de grasas, dada su acciédn
bloqueante de 1los procesos absortivos (REICHLIN, 1983).

No se han descrito alteraciones importantes
de la funcidén cardiovascular tras la administracién
intravenosa de somatostatina en sujetos normales. Sin
embargo su utilizacidén crénica puede producir un incremento
de la tensidén arterial y disminucidén de 1la frecuencia
cardiaca, asi como nauseas, vémitos y diarrea (LUNDBAEK,
1978).

Se ha reconocido también 1la posibilidad de
originar anomalias hematoldgicas, ya que en monos se
han detectado alteraciones hemorragicas en el pulmbdn
y anomalias en la agregacidén plaquetaria (REICHLIN,
1983); si bien otros estudios (GERICH, 1981) indican

que la somatostatina carece de efectos sobre la agregacidn
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plaquetaria o los factores de la coagulacidn.

Se desconocen los posibles efectos a largo
plazo del tratamiento con somatostatina sobre la hipéfisis
anterior y otras células endocrinas.

Entre los inconvenientes méas notables que
presenta el tratamiento <con esta hormona figura, en
primer 1lugar, la necesidad de su administracidén por
via intravenosa, ya que debido a su naturaleza peptidica
no es posible su absorcidén digestiva.

La corta vida media plasmatica de la somatostatina
hace necesaria su infusién continua en 1los casos en
que se desee mantener unos déterminados niveles en sangre.
Este inconveniente puede superarse en cierté modo
administrando somatostatina conjugada con zinc-protamina
por via subcuténea, o mediante la utilizacidon de analogos
de somatostatina con accién mas prolongada (véase apartado
10.6).

Un problema adicional 1o constituye la posibilidad
de formacidn de anticuerpos anti-somatostatina que puedan
bloquear la accidén de la somatostatina endbégena y originar
un efecto de rebote al suprimir 1la administracidén de

somatostatina exédégena (RUBIES-PRAT, 1983).
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12. TRASTORNOS CLINICOS

DE LA SECRECION DE SOMATOSTATINA

12.1. TRASTORNOS NEUROLOGICOS

Dada la amplia distribucidén de 1la somatostatina
en el sistema nervioso y sus importantes acciones
fisiolégicas, tiene gran interés el estudio de 1las
alteraciones que experimenta este péptido en enfermedades
neurolégicas. La informacién de que se dispone en 1la
actualidad sobre este aspecto es escasa y sSe resume
a continuacién.

Se ha demostrado que 1la concentracidén cerebral
de somatostatina en pacientes con enfermedad de Alzheimer
se encuentra disminuida en algunas regiones como el
hipocampo, la corteza frontal y parietal y la circunvoluciédn
temporal superior (DAVIES y cols., 1980).

En 1o que respecta a 1los tumores cerebrales,
se sabe que en lineas celulares derivadas de glioblastoma,
meduloblastoma, neuroma, meningioma, craniofaringioma,
astrocitoma, hemangioma, cordoma y neuroblastoma no
se ha encontrado somatostatina inmunorreactiva (REICHLIN,
1983). HOCHMAN y cols, (1981) han descrito un caso de

hamartoma hipotalamico que contenia somatostatina
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inmunorreactiva,

Se han observado, por otra parte, elevaciones
patolégicas en 1la concentracién de somatostatina en
el 1liquido cefalorraquideo en algunos trastornos del
sistema nervioso central, como la compresién medular,
tumores cerebrales y encefalopatias metabdlicas (PATEL
y cols., 1977). En pacientes con esclerosis multiple
en fase activa se ha descrito, por el contrario, una
disminucién de 1la concentracién de somatostatina en
el liquido cefalorraquideo (SORENSEN y cols., 1980).
RUBINOW y cols. (1983) describen una reduccidn significativa
de los niveles de somatostatina en este liquido en pacientes
con depresién unipolar, niveles que volvian a la normalidad

con el tratamiento del proceso de base.

12.2. TRASTORNOS GASTROINTESTINALES

Como ya se menciond anteriormente, el estdmago
posee células D productoras de somatostatina, principalmente
en su regidén antral, y esta hormona influye de manera
importante en los procesos de secrecidén gastrica mediante
interaccién con diferentes factores hormonales (CHEW,
1983; GESPACH y cols., 1983) y mediante una accién directa
sobre las propias células gastricas (LEWIN y REYL, 1982;

REYL y LEWIN, 1982).
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Se ha pensado que el déficit de somatostatina
podria desempefiar un papel patogénico en el desarrollo
de la WUlcera de duodeno, enfermedad que se caracteriza
por una excesiva secrecidn de &cido clorhidrico y, en
algunas ocasiones, de gastrina. Actualmente se piensa
que la regulacién de 1las células G antrales secretoras
de gastrina se 1lleva a cabo fundamentalmente por el
efecto estimulante de la bombesina, liberada por neuronas
peptidérgicas vagales, y por el efecto inhibidor de
la somatostatina procedente de 1las células D antrales
(SCHUBERT y MAKHLOUF, 1982). La dlcera duodenal podria
resultar de un desequilibrio de este sistema originado
por una escasa actividad somatostatinérgica. La demostracién
de este hipdtesis requeriria 1la cuantificacidén de 1las
células D y de 1la concentracién de somatostatina
inmunorreactiva en el antro en pacientes ulcercsos y
su comparacidén con sujetos normales. Sin embargo, la
citada hipétesis no ha podido ser comprobada hasta el
momento y algunos autores no encuentran diferencias
entre las concentraciones de somatostatina antral en
pacientes con Glcera de duodeno y en individuos normales
(ARNOLD y LANKISCH, 1980). Los estudios morfométricos
de cuantificacidén de células D que se han realizado
hasta 1a fecha (BALIBREA CANTERO, 1983) proporcionan
datos discordantes, de manera que resulta dificil hablar
con certidumbre del posible papel patogénico de 1la

somatostatina en la enfermedad wulcerosa duodenal. No
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por ello deja de ser significativo €l hecho de que 1la
hormona inhibe la formacidén de dlceras de stress
(VARA-THORBECK y cols., 1980) y es Gutil en el tratamiento
de la tlcera de duodeno y otros trastornos

gastrointestinales (véase apartado 10.4).

12.3. SOMATOSTATINOMA

Es un hecho conocido que la somatostatina
puede estar presente en células de tumores endocrinos
Yy no endocrinos (ABE y cols., 1977; PEARSE y cols.,
1977); pero sbélo desde hace unos aflos han comenzado
a describirse tumores de células D secretores de
somatostatina que constituyen 1la base histoldgica de
una nueva entidad nosoldégica conocida con el nombre
de somatostatinoma (tabla 7).

LARSSON y cols. (1977) describieron el primer
caso de un tumor productor de somatostatina. Se trataba
de una mujer de 55 afios que presentaba diarrea, esteatorrea,
hipoclorhidria, intolerancia a 1la glucosa y un sindrome
similar al carcinoide con niveles de acido 5-hidroxi-
indolacético normales. Durante el estudio se descubrid
un tumor localizado en la cabeza del pancreas con metastasis
hepaticas. Este tumor estaba formado por células

indistinguibles de las células D. Casi todas las células
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TABLA 7.- CASOS PUBLICADOS DE SOMATOSTATINOMA

Autores y afo

Cuadro acompafiante

LARSSON y cols. (1977)

GANDA y cols., (1977)
KOVACS y cols. (1977)
GALMICHE y cols. (1978)
DE NUTTE y cols. (1978)
KREJS y cols. (1979)

PENMAN y cols. (1980a)

AXELROD y cols. (1981)
PIPELEERS y cols. (1983)

DAYAL y cols. (1983)

Sindrome carcinoide

con SHIAA normal

ACTH 1

Calcitonina 1

Calcitonina 1

Insulina t

ACTH 1

IgG K con componente M
Tumor duodenal

Tumor duodenal

SHIAA: &cido 5-hidroxiindolacético.
t indica niveles plasmaticos elevados.
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tumorales mostraron una tincidén <citopléasmica granular
con suero anti-somatostatina que no se presentaba con
sueros contra otras hormonas. El radioinmunoensayo demostrd
que el tumor contenia grandes cantidades de somatostatina
inmunorreactiva. Las muestras de sangre obtenidas por
cateterizacidén selectiva de las venas pancreiticas contenian
niveles altos de somatostatina (hasta 107 ng/ml, 65
nmol/l). En sangre periférica se detectaron concentraciones
normales o bajas de insulina, polipéptido pancreéatico
y sgastrina, y concentraciones de glucagbn por debajo
de los limites normales.

GANDA y cols. (1977) describieron el caso
de una mujer diabética en la que se realizd wuna
colecistectomia por colecistitis crénica. En la 1ntervenci6n
se extirpd una masa pancredtica que se identificdé, por
biopsia, como un carcinoma de células insulares sin
metastasis. En wuna segunda laparotomia se resecé 1la
totalidad del tumor con lo que desaparecidé la diabetes
y la paciente no volvié a tener recidiva tumoral. E1l
ulterior analisis del suero de esta paciente (PATEL
y cols., 1983) mostrd niveles elevados tanto de
somatostatina-14 (1170 pg/ml, 715  pmol/1) como de
somatostatina-28 (3599 pg/ml, 2879 pmol/l).

Poco tiempo después, KOVACS y cols. (1977)
publicaron el caso de un carcinoma de células insulares
que contenia somatostatina inmunorreactiva acompafiado

por un sindrome de secrecién ectdpica de ACTH. El paciente,



_96-—

un hombre de 54 afios, presentaba hipertensioén,
hiperglucemia, alcalosis metabdlica hipopotasémica e
historia de poliuria y polidipsia. El1 estudio del tumor
con inmunoperoxidasa mostrdé somatostatina inmunorreactiva
en el citoplasma de 1las células tumorales; algunas de
estas células también presentaron ACTH inmunorreactiva.
Estos autores no cuantificaron la somatostatina en sangre
periférica ni en la masa tumoral.

GALMICHE y cols. (1978) estudiaron el caso
de una mujer de 70 afios con diarrea crbdnica, esteatorrea,
insuficiencia pancreégica exocrina, intolerancia a 1la
glucosa, niveles bajos de insulina, aclorhidria y presencia
de un tumor pancreatico. El radioinmunoensayo de
somatostatina en sangre periférica dio valores de 7000
a 9000 pg/ml (4277 a 5500 pmol/l). Ademas, encontraron
también niveles elevados de calcitonina sin alteraciones
importantes de fos niveles de calcio y fosfato. El1 examen
del tumor mostrd que estaba constituido por células
D que contenian somatostatina y calcitonina (detectadas
por técnicas de inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa).
Los niveles de ambas hormonas descendieron tras la escisién
quirirgica del tumor, elevandose ademds 1los niveles
de insulina (GALMICHE y cols., 1980).

DE NUTTE y cols. (1978) describieron el caso
de un paciente diabético con malabsorcién, tumor pancredtico
.y metastasis hepaticas a las que se asociaba hipersomatos-

tatinemia. En este caso la tolbutamida intravenosa
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provocd un marcado incremento en la somatostatina
plasmética, mientras que la estreptozotocina
(estreptozocina) disminuyd progresivamente estos niveles,
por 10 que los mencionados autores plantearon la utilidad
terapéutica de este altimo compuesto. Los niveles
plasmiaticos de somatostatina que presentaba este paciente
alcanzaron un valor de 30800 pg/ml (18819 pmol/1) (PIPELEERS
y cols., 1979), siendo el valor normal considerado por
estos autores de 675 + 95 pg/ml (412 + 60 pmol/1).

KREJS y cols. (1979) estudiaron un caso similar.
Se trataba de un enfermo de 52 afios con diabetes, diarrea
y un tumor en 1la cabeza del pancreas con metastasis
hepaticas. El1 paciente presentaba unos niveles plasmaticos
de somatostatina de 9000 a 13000 pg/ml (5500 a 7943 pmol/1),
asi como elevacidn de la calcitonina sérica y disminucién
de la motilina con el resto de 1las hormonas dentro de
los limites normales.

Dos casos mas fueron descritos por PENMAN
y cols. (1980a). Uno de ellos, una mujer con infiltracidn
pancreitica, metéastasis hepaticas y ndédulos peritoneales,
presentaba niveles de somatostatina de 7500 a 16800
pg/ml (4583 a 10265 pmol/l; valores normales: 17 a 81
pg/ml, 10 a SO pmol/l). Los niveles de insulina también
estaban elevados. Fue tratada con diazdxido Yy
S5-fluorouracilo, disminuyendo sus niveles de somatostatina.
El otro caso, un vardén con diabetes y sindrome de Cushing

con ACTH elevada, tenia una masa pancreltica sin metastasis



-98-

y sus niveles de somatostatina alcanzaron los 160 pg/ml
(98 pmol/1) en la arteria pancreatica y 1700 pg/ml (1039
pmol/1) en la vena pancreéatica.

AXELROD y cols. (1981) describieron un caso
de somatostatinoma con algunas manifestaciones nuevas
de este sindrome, tales como la presencia de metastasis
en diversos o6rganos (higado, piel, hueso), presencia
de inmunoglobulina G tipo K (IgG K) con componente
monoclonal (M)} y marcada hiperglucemia con cetonuria
que requeria terapia insulinica.

PIPELEERS y cols. (1983) publicaron cinco
casos de somatostatinoma, cuatro localizados en el pancreas
y uno en el duodeno, en los que destacaba 1la gran
heterogeneidad en 1las manifestaciones <clinicas de 1los
pacientes: uno de ellos padecia colelitiasis, esteatorrea
y diabetes; dos presentaban severos ataques de hipoglucemia,
y otros dos, ictericia obstructiva. Encontraron también
estos autores valores de somatostatina circulante elevados,
tanto en situacidn basal como tras estimulo con tolbutamida.

DAYAL y cols. (1983) estudiaron las
caracteristicas morfoldgicas de tres somatostatinomas
de duodeno mediante técnicas histoquimicas, inmunocitoquimi-
cas y ultraestructurales. Todos 1los tumores mostraron
una arquitectura mixta con areas prominentes de
diferenciacién glandular, Se encontraron cuerpos de
psammoma, casi exclusivamente localizados en el lumen

glandular. Un tumor mostrd numerosos grénulos de secrecidn
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intracitopléasmicos que contenian somatostatina, pero
ninguno de los tumores segregaba hormonas distintas
de la somatostatina.

Del conjunto de datos publicados hasta la
fecha puede concluirse que el somatostatinoma es un
apudoma caracterizado por 1la presencia de un tumor
pancreatico o duodenal, generalmente con metastasis
hepaticas, diabetes mellitus, hipoclorhidria, colelitiasis,
diarrea, esteatorrea, anemia y pérdida de peso. El origen
de este tumor reside en las células D secretoras de
somatostatina. Es posible, segin VARAS LORENZO (1982),
que el somatostatinoma pueda formar parte del sindrome
de la neoplasia endocrina maltiple tipo I.

El diagndéstico de este sindrome debe sospecharse
ante la presencia de los sintomas citados, si bien debe
confirmarse con la deteccién de niveles elevados de
somatostatina sérica, acompafiada o no de la secrecidn
inapropiada de otras hormonas, a 1lo que debe sumarse
la localizacién del tumor mediante técnicas qorfolégicas
(arteriografia, ecografia, tomografia axial computarizada)
y su caracterizacidén histolégica e inmunocitoquimica.
La secrecidén excesiva de somatostatina que se produce
en este tipo de tumor 1llega a producir en ocasiones
niveles plasmaticos que alcanzan hasta 30 veces los
valores normales (tabla 3). S8i 1los valores no son muy
elevados pueden efectuarse pruebas funcionales para

determinar 1la autonomia de la secreci6tn mediante 1la
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administracidén de arginina, leucina y glucagdbn (VARAS
LORENZO, 1982).

El tratamiento del somatostatinoma es quirurgico,
si bien algunos autores han empleado quimioterapia con
estreptozotocina (DE NUTTE y cols.,, 1978) o con diazbéxido

y 5-fluorouracilo (PENMAN y cols., 1980a).
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1. ESTUDIOS DE CONTRACCION Y FRECUENCIA

1.1. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

En nuestros experimentos hemos utilizado cobayos
de ambos sexos, de pesos comprendidos entre 350 y 500
gramos. Los animales se sacrificaban mediante un golpe
en la nuca y decapitaciédn posterior. Seguidamente se
extraia el corazén y se colocaba en una placa de Petri
con solucidén de Tyrode en la que se hacia burbujear
gas carbégeno. Dentro de la placa se realizaba la disecciédn
de las auriculas y a continuacién se procedia al montaje
de las mismas. La técnica empleada para el montaje de
las auriculas de cobayo era similar a la descrita por
STEWART (1958) para el corazdn de cobayo y posteriormente
modificada por SERRANO y cols. (1970).

Las auriculas de cobayo se fijaban sobre 1los
electrodos de platino por su base y el reborde auricular
se ataba al transductor de registro. Tras su montaje
en los electrodos, las preparaciones se introducian

en copas de Allhin que contenian 10 ml de solucién de
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Tyrode mantenida a 34° C y en la que se hacia burbujear
la mezcla carbdégena. Un esquema simplificado del equipo
utilizado en 1la realizacidén de nuestros experimentos
aparece en la figura 9.

Todas las auriculas eran sometidas a una tensién
basal de 1 gramo y se dejaban estabilizar durante un

periodo de 30 minutos antes de iniciar cada experimento.

1.1.2. MANTENIMIENTO DE LAS PREPARACIONES

En 1la presente Tesis hemos utilizado dos copas
de Allhin de 10 ml de capacidad. Estas copas poseen
como caracteristica principal una doble pared de vidrio,
la cual forma parte de un circuito cerrado por cuyo
interior circula agua caliente a una temperatura constante
de 34° C en todo su recorrido, gracias a un dispositivo
que actiGa como bomba y termostato al mismo tiempo, un
ULTRA THERMOSTAT KS COLORA.

El lavado de 1las preparaciones se realizé
en el seno de las copas por el sistema de rebosamiento
del 1liquido de perfusién. Este 1liquido de perfusién,
antes de 1llegar a las copas, pasa por un serpentin,
donde se pone en intimo contacto con el agua caliente
del circuito cerrado del sistema de calentamiento procedente
del ULTRA THERMOSTAT K5 COLORA. De este modo el 1liquido

nutricio y de lavado de 1las preparaciones no afecta
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Figura 9.,- Esquema simplificado del equipo wutilizado
para el montaje y mantenimiento de 1las
preparaciones en el bafio de o6rganos.
A la 1izquierda se representan los sistemas
de perfusién, calentamiento y oxigenacién.
A la derecha se representan 1los aparatos
utilizados para 1la estimulacién de 1las
preparaciones y para el registro de 1las

contracciones.
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a éstas por cambios de temperatura.
La solucidén de Tyrode que hemos utilizado

en nuestros experimentos tenia 1la siguiente composicién:

mM g/l
NaCl 137 " 8.0
KC1 2.7 0.2
caCl, 1.8 0.2
MgCl, 1.05 0.1
NaH2P04 0.42 0.05
NaHCO, 11.9 1.0
Glucosa 5.5 1.0

En algunos experimentos se modificd la concentra-
cion de CaCl2 para obtener un liquido nutricio de bajo
contenido en 1ién Ca2+ {0.9 mM); en otros experimentos
la concentracidén de NaCl se redujo a un 70% del valor
previamento mencionado, sustituyéndose en este caso
el NaCl eliminado por sucrosa con objeto de evitar
modificaciones en la osmolaridad.

La oxigenacidén de 1las preparaciones se realizd
mediante wuna mezcla carbdgena (Sociedad Espafiola de
Oxigeno, S.A.) cuya composicidén porcentual era de un
94.9% de 0, y un 5.1% de C02. La oxigenacién de las
preparaciones se lograba mediante un burbujeo continuo
de la mezcla carbdgena en el seno del 1liquido nutricio,

a través de una membrana microporosa situada en la parte in-
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ferior de las copas de Allhin.

1.1.3. SISTEMA DE ESTIMULACION

Para estimular eléctricamente las auriculas
izquierdas (no automaticas) de cobayo hemos utilizado
unos electrodos bipolares de platino. Los citados electrodos
van introducidos en un tubo de vidrio incurvado en angulo
. recto. El1 extremo inferior del electrodo estd cerrado
por una resina epoxi y termina en dos hilos de platino.
En el extremo superior 1los terminales se conectaban
a un estimulador GRASS tipo SD9.

En todos los experimentos en que se empleaban
las auriculas izquierdas, éstas eran estimuladas
regularmente a una frecuencia basal de 1 Hz (60 min'l)
utilizando pulsos rectangulares de 1 milisegundo de
duracidn (Sl) y de un voltaje 20 a 50% superior al voltaje

umbral.

1.1.4. SISTEMA DE_REGISTRO

En las auriculas de cobayo el registro de
la fuerza contractil y de 1la frecuencia cardiaca se
realizaba en un poligrafo GRASS modelo 7 de cuatro canales,

a través de transductores fuerza-desplazamiento GRASS
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FTO3. Este poligrafo permite efectuar los. registros
de las contracciones con velocidades de salida del papel

comprendidas entre 2.5 mm/min y 100 mm/s.

1.2. DETERMINACION DE PARAMETROS EN AURICULAS DERECHAS

ESPONTANEAS

Las auriculas derechas, que latian
espontaneamente, se estabilizaban durante 30 minutos.
Al cabo de este tiempo se determinaba 1la frecuencia
basal (latidos/minuto), asi como la amplitud de la fuerza
contractil (mg). El1 valor de cada uno de estos parametros
era el promedio de 1las medidas de tres contracciones
sucesivas registradas a 1la velocidad maxima de salida
del papel (100 mm/s).

Para determinar el tiempo de recuperacién
del nodo del seno (TRNS), 1las auriculas espontaneas
'

durante 30 segundos. Al cabo de este tiempo se suspendia

se estimulaban a una frecuencia de 5 Hz (300 min

la estimulacidén y se media el periodo de tiempo comprendido
entre el Gltimo latido estimulado y el primer latido
espontaneo (TAMARGO, 1980a; TAMARGO y cols., 1982; DIEZ
y cols., 1984).

La frecuencia maxima de estimulacidén auricular

(FMEA) se determinaba estimulando las auriculas a
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frecuencias progresivamente crecientes hasta alcanzar
una frecuencia a 1la que 1las contracciones no seguian
la estimulacion eléctrica (TAMARGO, 1980a; TAMARGO vy
cols., 1982; DIEZ y cols., 1984).

Para estudiar los efectos de 1la somatostatina
sobre 1las respuestas contractiles lentas, las auriculas
derechas eran equilibradas durante 30 minutos en solucién
de Tyrode. A continuacién 1las preparaciones se hacian
inexcitables en pocos segundos, al ser despolarizadas
por altas concentraciones de potasio (27 mM de KCl)
(PAPPANDO, 1970; TEJERINA y cols., 1983). En estas
condiciones 1la excitabilidad y 1la actividad contractil
eran restauradas (respuestas lentas) en la auricula
despolarizada gracias a la adicién de isoproterenol

(1078

M) al bafio. Las auriculas seguidamente se estimulaban
1
).

‘Cuando las contracciones lentas se estabilizaban, la

eléctricamente a una frecuencia de 0.4 Hz (24 min~

solucidén era reemplazada por otra que contenia ‘alto
potasio, isoproterenol y 1la concentracién deseada de
somatostatina, y 1la amplitdd de las contracciones se
comparaba con la obtenida en presencia de isoproterenol

antes de la adicidén de somatostatina.

1.3. DETERMINACION DE PARAMETROS EN AURICULAS IZQUIERDAS

Las auriculas izquierdas se estimulaban
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regularmente a una frecuencia basal de 1 Hz (60 min'l).
Al cabo de los 30 minutos de estabilizacién se realizaba
la medicién de 1la amplitud de 1la fuerza contractil a
partir de registros de tensién isométricos, siendo cada
medida siempre la media de 3 contracciones sucesivas
registradas a 1la velocidad méaxima de salida del papel
(100 mm/s).

Mediante este mismo procedimiento se determinaban
también en el mismo registro el tiempo necesario para
alcanzar el maximo tensional, el tiempo total empleado
para la contraccidén y 1la maxima velocidad de desarrollo
de fuerza contractil (df/dt max) (BARRIGON y cols.,
1982; DIEZ y cols., 1984).

Para estudiar el fendmeno de 1la potenciacidn
post-extrasistdélica 1las auriculas izquierdas se conducian
con un estimulo simple (Sl) como hemos hecho habitualmente
a lo largo de todos nuestros experimentos a una frecuencia
constante de 1 Hz (60 min -1 ). A intervalos de al menos
5 minutos de duracién se introducia un extraestimulo

(s durante 10 contracciones basales. E1 extraestimulo

P )
82 , de 1 milisegundo de duracidén y amplitud 20 a 50%
‘superior al umbral, se introducia con un retraso de
40-50 milisegundos sobre el estimulo basal. Tras esta
serie de estimulos apareados se suprimia S, y las auriculas
seguian siendo estimuladas a 1la frecuencia basal de

1 Hz (DE MELLO, 1976; BARRIGON y cols., 1982; DIEZ y

cols., 1984).
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La realizacién de 1las curvas que relacionan
la amplitud de 1la contracc'idén auricular con los diversos
intervalos de reposo, se 1llevaba a cabo siguiendo 1la
técnica de BAYER y cols. {(1975). Tras el periodo de
equilibrio en el que 1las auriculas izquierdas eran
estimuladas a una frecuencia basal de 1 Hz (60 min '1),
se efectuaban diversos intervalos de reposo en 1los que
se suspendia la estimulacidén; estos intervalos oscilaron
" entre 2 y B8 segundos. A continuacién se volvia a estimular
con las mismas caracteristicas de 1la situacidn basal
y la amplitud de 1la fuerza contractil de 1la primera
contraccién que se producia tras el reposo se expresaba
como un porcentaje de la amplitud que poseia la contraccién
basal en el periodo anterior al reposo (BAYER y cols.,
1975; BARRIGON y cols., 1982; DIEZ y cols., 1984).

La realizacidn de las curvas que relacionan 1la
frecuencia de estimulo con la fuerza contrictil desarrollada
se efectuaba conduciendo las auriculas, tras el periodo
de estabilizacién, a una frecuencia de 0.25 Hz (15 min—l)
e incrementando de modo progresivo 1la frecuencia hasta
3 Hz (180 min"!). Tras cada modificacidén de la frecuencia
de estimulo se dejaba un periodo de tiempo suficiente
para alcanzar la estabilizacidén, al cabo del cual se
determinaba la amplitud de las contracciones desarrolladas.
El valor de la fuerza contrictil obtenido a la frecuencia

de 1 Hz se tombé como control, expresidndose el resto

de las determinaciones como porcentajes con respecto
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a este control (TAMARGO y cols., 1982).

1.4. MEDICION DE PARAMETROS Y OBTENCION DE VALORES

Para el estudio de los efectos de 1la somatostatina
sobre los parametros que se mencionan en los apartados
anteriores se tomaban, en primer 1lugar, los valores
controles previos a la adicién de cualquier concentracidn
del péptido. A continuacibén se afiadian concentraciones

9 M a s5x10”® M) a1l basio

crecientes de somatostatina (10
de wuna manera acumulativa. Los intervalos entre dos
dosis sucesivas de somatostatina eran de 10 minutos,
ya que los estudios previos de tiempo-respuesta indicaron
que el efecto del péptido se estabilizaba en este periodo
de tiempo.

Para comparar 1los resultados obtenidos, 1los
valores controles de 1los parametros medidos en cada
experimento eran tomados como 100%; los valores obtenidos
en presencia de somatostatina se calculaban y graficaban

como porcentaje de los valores controles para cada

experimento.
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1.5. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SOMATOSTATINA SOBRE LAS

RESPUESTAS A ISOPROTERENOL Y CLORURO DE CALCIO

Para estudiar el efecto de 1la somatostatina
sobre las respuestas inotrdpicas y cronotrépicas positivas
del isoproterenol se efectud el siguiente disefio
experimental (BARRIGON y cols., 1982; TAMARGO y cols.,
1982; TEJERINA y cols., 1983; DIEZ y cols., 1984). En
primer 1lugar se realizaba wuna curva dosis respuesta
control al isoproterenol; el rango de concentraciones
utilizadas de este farmaco abarcaba desde 10 '} hasta

1078

M. En estas condiciones se median las respuestas
cronotrodpica e inotrépicé en las auriculas derechas.
Después de la obtencién de curvas dosis respuesta estables,
se repetia el mismo procedimiento 10 minutos después
de la adicién de somatostatina al bafio. En 1la nueva
curva dosis respuesta se median los mismos parametros
que en la curva control y se expresaban como porcentaje
referido al control. Las concentraciones de somatostatina
utilizadas en estos experimentos fueron de 10-7 y 10_6
M.

Para estudiar el efecto de 1la variacidén de
la concentracién extracelular de calcio sobre 1la accidn
inotrbépica negativa de 1la somatostatina se utilizdé una

2+ ).

solucién de Tyrode pobre en calcio (0.9 mM Ca Mediante

la adicién de cantidades sucesivas de una solucidn de
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cloruro de <calcio era posible incrementar de forma
progresiva la concentracién de iones Ca2+ en el medio
extracelular desde 0.9 mM hasta 1.8, 3.6, 5.4 y 7.0
mM y, de este modo, realizar una curva dosis respuesta
a calcio de manera similar a la anteriormente descrita
con 'isoproterenol (BARRIGON y cols., 1982; TAMARGO vy
cols., 1982; TEJERINA y cols., 1983; DIEZ y cols., 1984),
La realizacidén de estas curvas en ausencia y en presencia

7y 107%m

de las dosis deseadas de somatostatina (10
nos ha permitido estudiar 1a variacidon del efecto de
este péptido en presencia de diversas concentraciones

de calcio en el 1iquido extracelular.

1.6. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SOMATOSTATINA EN PRESENCIA

DE TYRODE 70% Na

Para la realizacidén de este tipo de experimentos
se incubaron las preparaciones en una solucidn nutricia
cuyo contenido en NaCl se habia reducido al 70% de su
valor normal (BARRIGON y cols., 1982; DIEZ y cols.,
1984). En estas condiciones se 1llevaron a cabo curvas
dosis respuesta a la somatostatina con idéntica metodologia

a la mencionada en el apartado 1.4,
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2. ESTUDIOS DE POTENCIALES DE ACCION

2.1. MONTAJE, MANTENIMIENTO Y ESTIMULACION DE  LAS

PREPARACIONES

Para el registro de 1los potenciales de accién
las auriculas derechas e izquierdas de cobayo se extraian
del animal mediante el procedimiento descrito en el
apartado 1.1.1, Las auriculas se colocaban en una cémara
de 1lucita de 10 ml de capacidad y se fijaban mediante
alfileres a wuna superficie de cera-parafina. En esta
cémara las preparaciones se perfundian de forma continua
con la solucién de Tyrode cuya composicidn se ha detallado
previamente (apartado 1.1.2). La solucién se mantenia
oxigenada con mezcla carbdégena y a una temperatura constante
de 34.1 + 0,5° C durante todo el experimento.

Las preparaciones se estimulaban a la frecuencia
basal de 1 Hz (60 min '1) mediante electrodos bipolares
de platino a través de los cuales envidbamos estimulos
basicos (51) y estimulos de prueba (82). Los estimulos
eran pulsos rectangulares de 1 ms de duracidén y de una
intensidad 20% superior al voltaje umbral, obtenidos
de un estimulador digital CIBERTEC modelo (CS-220. En

todos los casos las preparaciones se equilibraban durante
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al menos 30 minutos antes de obtener los registros control.

2.2. TECNICAS DE REGISTRO Y DISENO EXPERIMENTAL

Después del periodo de estabilizacidén se procedia
al registro de los potenciales de accién intracelulares
utilizando microelectrodos de vidrio rellenos de KC1
3M y con una resistencia de punta comprendida entre
10 y 30 megaohmios. La sefial se conectaba a un amplificador
WPI modelo 701 de alta impedancia de entrada y con una
neutralizacidén de capacidad variable. La sefial de salida
se conectaba a un osciloscopio TEKTRONIX S5130N de memoria
y se fotografiaba con una céamara GRASS modelo C-4R en
pelicula KODAK de 35 mm. La velocidad de despolarizaciédn
de la fase 0 del potencial de accidén (dV/dt) se determinaba
utilizando un diferenciador electrénico EHRLER (R.F.A.).

Tras la obtencién de 1los valores control se
perfundian las preparaciones con concentraciones crecientes

de somatostatina (10‘g

Ma 107 M). E1 tiempo de perfusidn
con cada concentracién era de 10 minutos. Finalizada
la perfusién con somatostatina se procedia a lavar 1la
preparacion, perfundiéndola nuevamente con solucidn
de Tyrode durante 60 minutos, observéandose durante este

tiempo si se recuperaban los valores control.

De 1los registros fotograficos obtenidos con
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cada concentracién de somatostatina se calculaban 1los
siguientes parametros (TAMARGO y cols., 1979; RODRIGUEZ
y TAMARGO, 1980; TAMARGO, 1980b; MANZANARES y TAMARGO,
1983; DIEZ y cols., 1984; TEJERINA y cols., 1984): potencial
de reposo (mV), amplitud del potencial de accidén (mv),
velocidad méaxima de despolarizacidén durante la fase
0 (V méax, V/s) y duracién del potencial de accidén (ms)

medida al 50% (DPASO) y al 90% (DPAQO) de repolarizacién.

2.3. PERIODO REFRACTARICQ EFECTIVO

Se denomina periodo refractario efectivo al
tiempo en el que no es posible inducir un potencial
de accidén propagado, es decir, el intervalo de tiempo
mas corto que puede existir entre dos potenciales de
accidén propagados (TAMARGO y cols., 1979; TAMARGO, 1980b;
MANZANARES y TAMARGO, 1983; TEJERINA y cols., 1984).
Para su determinacién, las preparaciones se estimulaban
a una frecuencia basal (Sl) de 1 Hz y, a intervalos
variables, se interpolaba un estimulo prematuro (82 Y,
de 1 ms de duracién y con un voltaje doble del Sl' a
través de los electrodos de estimulacidén. El estimulo
prematuro se introducia primeramente hacia 1la mitad
de la fase 4 y se 1iba acercando progresivamente a 1la

cola (fase 3) del potencial de accidén bésico precedente,
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hasta que no se obtenia respuesta propagada alguna.
El estimulo 52 se interpolaba cada 5 pulsos béasicos
gracias a la utilizacidén del estimulador digital

programable.

2.4. TIEMPO DE RECUPERACION

Se denomina tiempo de recuperaciin al periodo
de tiempo necesario para que la velocidad maxima de
despolarizacién durante la fase O (V méx) recupere
totalmente su amplitud tras la obtencidén de un potencial
de accidén propagado (RODRIGUEZ y TAMARGO, 1980; TAMARGO,
1980b; MANZANARES y TAMARGO, 1983; TEJERINA y cols.,
1984). Este parémetro se determinaba introduciendo un
extraestimulo (82 ), con un voltaje doble del S1 , a
intervalos de tiempo variables con respecto al estimulo
basal S1 . El1 estimulo 52 se 1introducia cada S pulsos
basicos (Sl).

2.5. POTENCIALES DE ACCION LENTOS (CALCIO-DEPENDIENTES)

Los potenciales de accidén 1lentos se indujeron

en las aurficulas de cobayoc mediante 1la perfusién de
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las mismas con una solucidén de Tyrode que contenia 27 mM

6

de KCl y la posterior adicién de 10~ ° M de isoproterenol

o bien 5 mM de cafeina (TAMARGO y cols., 1979; TAMARGO,
1980b; TEJERINA y cols., 1984). Los efectos de 1la

somatostatina (10°° M - 107°

M) sobre 1los potenciales
de accidn lentos asi obtenidos se estudiaron siguiendo
una metodologia similar a 1la descrita en el apartado
2.2, si bien 1la frecuencia bésica de estimulacidén de
estos experimentos era de 0.12 Hz (7.2 min"l)

2.6. MUSCULOS PAPILARES DE COBAYO

En otro grupo de experimentos hemos estudiado
los efectos de 1la somatostatina sobre 1las propiedades
electrofisioldégicas del misculo papilar de cobayo. Para
ello, después de 1la muerte del animal se extraia el
corazdn y se colocaba en una placa de Petri que contenia
solucién de Tyrode oxigenada y caliente. Dentro de 1la
placa se realizaba la diseccidén de los misculos papilares
ventriculares, obteniéndose dos o tres de ellos de cada
corazdén. Los procesos ulteriores de montaje, mantenimiento
y estimulacién de 1los mOsculos papilares, asi como las
técnicas de registro y disefios experimentales eran idénticos
a los descritos previamente para las auriculas de cobayo

(apartados 2.1 y 2.2).
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En los misculos papilares hemos determinado
los sigulentes parémetros: potencial de reposo (mV),
amplitud del potencial de accién (mV), velocidad maxima
de despolarizacién durante la fase 0 (V méax, V/s) vy
duracién del potencial de accién (ms) medida al 50%
(DPASO) y al 90% (DPAQO) de repolarizacidn.

Mediante técnicas similares a 1las descritas
en los apartados 2.3 y 2.4 se han determinado también
el periodo refractario efectivo y el tiempo de recuperacién

de las fibras ventriculares.
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3. ESTUDIOS DE FLUJOS DE 2°Ca

45

3.1. CAPTACION DE Ca

3.1.1. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Para determinar 1la captacién de 45Ca (" 45Ca

uptake") en auriculas aisladas de cobayo hemos utilizado
auriculas izquierdas hemiseccionadas. La mitad de 1a
auricula se wutilizaba como control y la otra mitad como
experimental. Las técnicas para el montaje, mantenimiento
y estimulacién de 1las preparaciones fueron idénticas
a las descritas en el apartado 1.1. Las auriculas izquierdas
se dividian en dos partes iguales antes de su montaje
en los electrodos; la mitad control y la mitad experimental
se situaban en copas de Allhin diferentes.

Las hemiauriculas izquierdas, incubadas en
solucidén de Tyrode que contenia 1.8 mM de Ca 2+ , Se
estimulaban eléctricamente a wuna frecuencia basal de
1 Hz (60 min'1 ) durante un periode de 30 minutos para
lograr su estabilizacidn. Transcurrido este periodo

se comenzaba la realizacidén del experimento afiadiendo

a la hemiauricula experimental 1la concentracidén deseada
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de somatostatina, o bien modificando las condiciones

2+ en el medio

de estimulacidén o la concentracidén de Ca
extracelular.

Hemos efectuado diversos tipos de disefios
experimentales de captacidn de 45 Ca. Nuestros experimentos
pueden ser divididos en 1los cuatro grupos siguientes

(tabla 8).

3.1.1.1. Grupo 1: Experimentos en condiciones basales

Transcurridos los 30 minutos de estabilizacidn,

con Tyrode-1.8 mM Ca2+ y frecuencia de estimulc de 60
min~} (1 Hz), se afiadia a 1la preparacidén experimental
la concentracién deseada de somatostatina (10_5 . 5%x107°

M) y se dejaban transcurrir otros 10 minutos. Al cabo

de este tiempo se adicionaba, a ambas preparaciones,

la cantidad adecuada de una solucidn de 45

CaCl2 para
obtener en el bafio una actividad especifica de 37 kBq/ml
(1 pCi/ml). Las preparaciones se dejaban expuestas al

45Ca un tiempo de 2, 5 o bien 10 minutos. De este modo

toda diferencia observada en la captacidn de 45Ca por
las hemiauriculas control y experimental sélo puede
ser explicada por 1la adicién de somatostatina, dGnico

factor que diferencia las dos hemiauriculas,
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TABLA 8.- RESUMEN DE LOS. CUAYTRO TIPOS DE DISENOS
EXPERIMENTALES EMPLEADOS PARA EL ESTUDIO DE LA CAPTACION

DE 45Ca.
Grupo Fase Tiempo Frecue?cia ICa2+I0 Afiadir
(min) (min—1) (mM) \\\C E
1 30 60 1.8 - -
2 10 60 1.8 - ss
1 2
3 5 60 1.8 %ca  *ca
10
1 30 60 1.8 - -
2 15 FD 1.8 - -
2 3 10 FD 1.8 - SS
4 5 FD 1.8 ®ca  “*ca
1 30 60 1.8 - -
s 2 15 60 cD - -
3 10 60 cD - sS
4 5 60 cD 4Sca %5ca
1 30 60 1.8 - -
2 10 60 cp - -
4 3 5 FD cD - -
4 10 FD cD - ss
5 5 FD cb 45ca  %5ca

C: hemiauricula control; E: hemiauricula experimental;
2+
|

FD: frecuencia de estimulo deseada; CD: |Ca ° deseada;

S55: somatostatina.
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3.1.1.,2. Grupo 2: Experimentos con frecuencia variable

En estos experimentos, tras el periodo de

estabilizacién, se modificaba 1la frecuencia basal de

60 min -1 a la frecuencia deseada (15 o bien 180 min'.l)

y se dejaban estabilizar nuevamente 1las preparaciones
durante 15 minutos mas. A continuacidén, y sin modificar
esta nueva frecuencia de estimulo, se exponia la

hemiauricula experimental a la concentracién de

6 6

somatostatina deseada (10~ , 5x10 M) durante otros

10 minutos. Al cabo de este tiempo se adicionaba a ambas

preparaciones el 4"-"Ca en cantidad adecuada para proporcionar

una actividad especifica de 37 kBq/ml (1 }JCi/ml).

3.1.1.3. Grupo 3: Experimentos con concentracidn

extracelular de Ca2+ variable

De manera similar a los experimentos del grupo
anterior, tras el periodo de estabilizacidén en condiciones
basales, la solucién de Tyrode-1.8 mM Ca2+ era sustituida
por otra cuya concentracién de Ca2+ habia sido modificada
(0.45 o bien 5.4 mM). En estas condiciones se mantenian
las preparaciones durante un periodo de tiempo de 15
minutos. E1 resto del disefio experimental era idéntico

a 1o ya mencionado en el grupo anterior.
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3.1.1.4. Grupo 4: Experimentos con frecuencia vy

concentracién extracelular de Ca2+ variables

En este (ltimo grupo de experimentos, tras
los 30 minutos de estabilizacidén en condiciones basales,
se modificaba 1la concentracién de Ca2+ en el medio
extracelular, dejando transcurrir un nuevo periodo de
10 minutos. Posteriormente se alteraba 1la frecuencia
de estimulacién permitiendo otros 5 minutos de
estabilizacidn. El ~ procedimiento seguido durante los

15 minutos restantes del experimento era igual a 1o

ya mencionado en los dos grupos anteriores.

3.1.2. PREPARACION DE LAS HEMIAURICULAS PARA EL CONTAJE

Al final de cada experimento las preparaciones
se desmontaban y se introducian tres veces en un recipiente

2+ durante 2 segundos

que contenia 500 ml de Tyrode-0O Ca
cada vez, con el fin de eliminar la radiactividad adherida
superficialmente. Seguidamente se colocaban en un papel
de filtro, donde eran cuidadosamente disecadas separéandose
hilos y tejido fibroso. Las hemiauriculas asi preparadas
se colocaban entre dos laminas de papel de filtro seco

y se sometian a una presidén constante de 300 granos

durante 1.5 minutos. A continuacidén se introducian en
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viales de borosilicate de sodio pare contaje radiactivo
y se determinaban sus pesos, por diferencia, en una balanza
METTLER modelo H64. El resultado asi obtenido se denomina
peso humedo ("wet weight") (MEINERTZ y cols., 1973a,
1973b).

A continuacién se afiadian a los viales de
contaje 500 pl de solueno-350, de jdndolos en estufa
a 50° C durante un periodo de 12 horas. Los viales se
cerraban herméticamente para evitar 1la formacidén de
color. Tras la completa digestion de 1las preparaciones
se decoloraban éstas afiadiendo a cada vial 200 p1 de
isopropanol y 200 pl de perdxido de hidrégeno de 30
volimenes, manteniéndolos a temperatura ambiente durante
20 minutos para posteriormente incubarlos en estufa
a 50°¢ C durante 45 minutos.

Para neutralizar  1la basicidad de 1la solucidn
obtenida, debida fundamentalmente al solubilizador,
se afiadian 10 pl de 4cido acético glacial. Finalmente,
se adicionaban 10 ml de la mezcla centelleadora y se
agitaba, quedando ya 1las preparaciones dispuestas para
el contaje radiactivo.

Por otro 1lado, al final de cada experimento
se tomaban también una o varias muestras de 100 M1 de
la solucién de Tyrode que bafiaba las preparaciones,
tanto controles como experimentales, con el fin de poder
comparar la radiactividad hallada en el tejido con 1la

existente en el 1liquido nutricio. A estas muestras se
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afladian 500 pl de agua destilada y 10 ml de 1liquido

de centelleo.

3.1.3._LIQUIDO_DE_CENTELLEO

El 1liquido de centelleo utilizado para el
contaje de las muestras radiactivas estaba compuesto
por tolueno como disolvente, 2,5-difeniloxazol (PPO)
como centelleador, e iso-octil-fenoxi-polietoxi-etanol
(Tritdén X-100) como agente surfactante. En su preparacién
mezclabamos tolueno con Tritén X-100 en proporcidn 2:1
(volumen/volumen) y afiadiamos 4 gramos de PPO por cada
litro de mezcla. E1 1liquido de centelleo se conservaba
hasta el momento de su utilizacién en un barril de acero

inoxidable, protegido de la luz y en lugar fresco.

3.1.4. TECNICA DE MEDIDA DE_LA_RADIACTIVIDAD

Los viales wutilizados para el contaje de la
radiactividad contenida en 1las preparaciones eran de
borosilicato de sodio, de escaso contenido en potasio
y, en consecuencia, de bajo fondo radiactivo, con wuna
capacidad de 20 ml. En todas 1las determinaciones se
utilizaba un wvial que no contenia radiactividad (vial

fondo). El contaje se realizaba en un contador de centelleo
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liquido INTERTECHNIQUE modelo SL-3000, de modo automatico
y con un tiempo de contaje de 20 minutos. La radiactividad
determinada en el vial fondo era restada de todos vy
cada uno de 1los viales de 1los experimentos de modo

automatico,

3.1.5. CORRECCION DE LA EXTINCION Y CALCULO DE LA EFICACIA

Los datos obtenidos en el contador nos
proporcionaban 1la radiactividad de <cada vial medida
en cuentas por minuto (cpm). Este valor no corresponde
exactamente con el numero de desintegraciones por minuto
(dpm) que experimenta la muestra radiactiva medida,
debido a que toda muestra presenta una cierta extincién
("quenching") que hace que las particulas beta emitidas

por el 45

Ca cedan parte de su energia al extintor y
que el espectro de esta radiacién se desplace hacia
energias mas bajas. En estas condiciones el rendimiento
o eficacia de contaje, es decir, la relacidén cpm/dpm,
se encuentra disminuida.

Para corregir la extincién hemos utilizado
el método de calibracidéon por el patrédn interno. Este
método consiste eé afiadir a cada vial ya medido wuna

actividad conocida de 45Ca (patrén interno). Dado que

nuestros valores experimentales han oscilado entre 4000
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y 25000 cpm, optamos por utilizar un patrdén interno
de una actividad de aproximadamente 8000 dpm.

El dia de 1la correcciéon de 1la extincién (1
septiembre 1984) disponiamos de una solucidn de 45CaCl2 cuya
actividad especifica conocida era exactamente 14.49
kBq/ml1 (0.39 yCi/ml), de la que se tomaron muestras
de 10 pl que se afiadieron a todos y cada uno de 1los
viales cuya eficacia se deseaba calcular. Estos 10 pl
contenian una actividad de 14.49 (kBq/ml) x 10 (Pl) =
= 0.1449 kBq = 144.9 desintegraciones/segundo = 8694 dpm.

Si llamamos C a la actividad del patrdén interno
en dpm, P a las cpm del problema (vial cuyas dpm hay
que medir), y S a 1las cpm obtenidas al contar 1la
radiactividad del problema junto con el patrén interno
afiadido; entonces es evidente que S - P serian las cpm
del patrén interno para un grado dado de extincién.

La eficacia de contaje seria:

Y la actividad (dpm) del problema seria:

P

A= —
E

Debido al gran nOmero de datos manejados en

el calculo de la eficacia de contaje y de la actividad
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(dpm) de cada muestra, hemos utilizado el siguiente
programa, adaptable a cualquier microordenador o calculadora

programable:

10 REM *PROGRAMA PARA CORRECCION DE LA EXTINCION*
20 INPUT "ACTIVIDAD PATRON"; C
30 INPUT "CPM PROBLEMA"; P

40 INPUT "CPM SUMA"; S

S0 E = (S - P)/C

60 A = P/E

70 PRINT "EFICACIA= "; E

80 PRINT "ACTIVIDAD PROBLEMA= "; RND(A,-2); "DPM"
90 GOTO 30

100 END

La captacién aparente de calcio se define
como la cantidad de calcio tomada por el tejido basada
en la comparacién de 1a radiactividad hallada en el
tejido y 1la radiactividad presente en el liquido nutricio
(GROSSMAN y FURCHGOTT, 1964a), Yy se expresa en mmol
Ca/kg peso hiamedo.

Para calcular este parametro hemos utilizado
la siguiente fdérmula, similar a la empleada por GROSSMAN

y FURCHGOTT (1964a, 1964b, 1964c), GODFRAIND (1976),
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GODFRAIND y DIEU (1981) y GODFRAIND y MILLER (1983):

A (dpm) x Mm (mmol Ca/1l)

Captacién (mmol Ca/kg) =
P (kg) x AEm (dpm/1)

Donde:

A = actividad de la auricula en dpm.

Mm = mmoles de Ca2+ por litro del medio de incu-
baciodn.

P = peso de la auricula en kg.

AEm = actividad especifica del medio en dpm/litro.

3.2. SALIDA DE ?°Ca

3.2.1. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Para determinar el flujo de salida de 45Ca

i 45 Ca efflux") hemos utilizado auriculas derechas que
latian espontaneamente y auriculas izquierdas no estimuladas
eléctricamente; No se wutilizaron en estos experimentos
auriculas hemiseccionadas.

Las auriculas se montaban utilizando las mismas
técnicas descritas en el apartado 1.1, No wutilizamos,

sin embargo, estimulacidon eléctrica ni copas de Allhin,
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ya que los experimentos de flujo de salida de 4BCa requieren
la utilizacién de wun gran nOmero de tubos de ensayo
donde se van introduciendo sucesivamente las preparaciones.
Para el mantenimiento de todos estos tubos a una temperatura
constante se utilizdé un bafio de O4rganos marca HERON,
La oxigenacidon con carbdgeno se conseguia mediante pipetas
Pasteur acodadas que se introducian en los citados tubos.

Para la realizacidén de nuestro disefio experimental
las preparaciones se introducian inicialmente en tubos
de ensayo que contenfian 5 ml de solucién de Tyrode oxigenada
y caliente (34° c). Transcurridos 30 minutos de
estabilizacién, las auriculas se 1llevaban a un segundo
tubo que contenfa 5 ml de la misma solucién de Tyrode
marcada con 45 Ca (actividad especifica de 74 KkBq/ml,
2 PCi/ml). En esta solucidén radiactiva permanecian las
preparaciones durante dos horas, tiempo considerado
suficiente para que el calcio radiactivo se distribuya
homogéneamente en 1los 1liquidos extra e intracelulares
(BARRIGON y cols., 1982).

Finalizado este periodo de captacién, las
auriculas se introducian en un tercer tubo que contenia
5 ml de solucidén de Tyrode y en é1 se agitaban suvavemente
durante 5 segundos, <c¢on la finalidad de eliminar 1la
radiactividad adherida superficialmente a 1la preparacidn
y a los elementos del montaje (hilos, electrodos).
Inmediatamente después se comenzaba el periodo de lavado

que consistia en introducir sucesivamente las preparaciones
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en tubos de ensayo de 2 ml de capacidad que contenian
solucién de Tyrode no radiactiva (concentracién de
Ca2+, 1.8 mM). El1 tiempo de permanencia de las preparaciones
en cada tubo era rigurosamente controlado, siendo de
2 minutos para el primer tubo, de 3 minutos para el
segundo y de 5 minutos para 1los restantes diez tubos.
La duraciéon de cada periodo de 1lavado era, por tanto,
de 60 minutos. De este modo, los tubos de ensayo contenian
sucesivamente la radiactividad perdida por las preparaciones
a los 2, S5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 y
60 minutos del 1lavado. A 1los tubos correspondientes
a los minutos 20, 25 y 30 se 1les afiadia previamente

-6 6

107° M o 5x10° ° M de somatostatina.

3.2.2._ PREPARACION DE_LAS MUESTRAS_Y CONTAJE RADIACTIVO

Al final de <cada experimento las auriculas
se desmontaban y, sin realizar ningin lavado de las
mismas, se colocaban en un papel de filtro donde eran
cuidadosamente disecadas. El tratamiento posterior de
las auriculas para el contaje radiactivo era 1idéntico
al descrito previamente en el apartado 3.1.2.

Asimismo, al final de <cada experimento se
tomaba una muestra de 500 pl de cada uno de los tubos
de 2 ml. Estas muestras se introducfan en viales de

borosilicato a 1los que se afiadian 10 ml del 1liquido
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de centelleo cuya composicidén se describe en el apartado
3.1.3.

Los métodos para la determinacién de la
radiactividad tanto de las auriculas como de las muestras
de 1liquido nutricio, asi como para 1la correccidén de
la extincién y célculo de 1la eficacia de contaje eran
los mismos que se han descrito en 1los apartados 3.1.4

y 3.1.5.

3.2.3. CALCULO DEL PORCENTAJE DE 450a RESTANTE EN LA

Los datos proporcionados por el contador en

los experimentos de flujo de salida de 45

Ca corresponden
a la radiactividad existente en 1la auricula al final
del periodo de 1lavado, y en cada muestra de 500 pl de
los tubos de 2 ml. Con estos datos es posible calcular
la radiactividad inicial existente en 1la auricula al
comienzo del lavado y la radiactividad que permanece
en ella en cada uno de los tiempos en que se ha fraccionado
el periodo de lavado de 60 minutos.

Una vez corregida la extincidén, se multiplicaba
por cuatro el nimero de dpm obtenido en cada muestra
del lavado para calcular 1la radiactividad existente

en los 2 ml del tubo, esto es, la radiactividad perdida

por la preparacidén en el periodo de tiempo a que corresponde
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el tubo considerado. Las cifras asi obtenidas eran sumadas
por orden, obteniéndose asi 1los valores en dpm de la
radiactividad perdida por 1la auricula desde el tiempo
inicial hasta el minuto 60. A 1la radiactividad perdida
en los 60 minutos se afiadia la radiactividad contada
en la auricula; el resultado obtenido representaba 1la
radiactividad total inicial existente en 1la preparacidn
y se consideraba como 100%.

Si llamamos T a la radiactividad total inicial
de la auricula (dpm) y P a la radiactividad en dpm que
la preparacién ha perdido desde el comienzo del lavado
hasta un tiempo t cualquiera, el calculo del porcentaje
de 450a restante en la auricula en ese tiempo t se realizaba

facilmente mediante la expresidn:

45Ca restante = ———— x 100

La representacién grafica del procentaje de

4l‘E’Ca restante en la auricula (escala 1logaritmica) frente

al tiempo (escala 1lineal) daba lugar a 1las curvas de

flujo de salida de 450a.

La realizacidén de todos los céAlculos necesarios
para la representacidén de 1las curvas de flujo de salida

45

de Ca se llevaba a cabo automaticamente mediante 1la

utilizacidén de los siguientes programas:
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Programa 1:

10 REM *SUMAS PARCIALES DE RADIACTIVIDAD PERDIDA*
20D =0

30 INPUT "X= ";X

40 IF X = O THEN 70

50 Y = 4*X

60 PRINT "Y= ";Y

70D =D + Y

80 PRINT "D= ";D

90 GOTO 30

100 INPUT "AURICULA= ;A
110 T = D + A

120 PRINT "TOTAL= ";T

130 END

Programa 2:

10 REM *CALCULO DEL CA RESTANTE*

20 INPUT "TOTAL= ";T

30 INPUT "DATO= ";D

40 PRINT "CA RESTANTE *; RND({T-D)*100/T,-3)
50 GOTO 30

60 END
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3.2.4. CALCULO DEL COEFICIENTE DE VELOCIDAD DE SALIDA

Para calcular el coeficiente de velocidad
de salida de 7°Ca ("rate coefficient for *°Ca efflux",

kcm) hemos utilizado el método descrito por HOLLAND

y cols. (1978).

En primer lugar se <calculaba 1la pendiente

para cada intervalo de tiempo representado en la curva
de salida. La pendiente se calculaba como €l cambio,

durante el intervalo considerado, en el porcentaje de

4503 restante en 1la auricula, dividido por 1la duracidn

en minutos de ese intervalo. Posteriormente calculébamos,
por interpolacién 1lineal, el porcentaje de 45 Ca restante

en el punto medio de cada intervalo. La pendiente (%/min)

dividida por el porcentaje de 45 Ca restante (%) en el

punto medio de cada intervalo constituye una estimacidn
del coeficiente de velocidad de salida para ese tiempo
(expresado en min_l).

Llamando ryyr,a los porcentajes de 45Ca restan-

2

tes en la auricula en los tiempos t. y t2’ respectivamente,

1
la pendiente (h) se calcula como:

-T2
h:
t2 - tl
El coeficiente de velocidad (k ) para el

cm
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intervalo t = t2 - tl es

45ca restante en

donde r representa el porcentaje de
la auricula en el punto medio de cada intervalo, obtenido
por interpolacién lineal.

El coeficiente de velocidad de salida se
representaba en escala 1lineal frente al tiempo. Los
valores del kcm obtenidos durante los 5 primeros minutos
no se consideraron debido a que las pérdidas de 45Ca
durante este periodo se deben en una gran cantidad a

45

salida de Ca de la superficie del tejido.

También hemos representado el coeficiente

45 Ca restante en

de velocidad de salida en funcidén del
las auriculas con objeto de estudiar si existe o no
una relacién 1lineal entre estas dos variables en nuestros

modelos experimentales.
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4. FARMACOS Y PRODUCTOS

QUIMICOS UTILIZADOS

4.1, LIQUIDOS NUTRICIOS

En la preparacién de 1la solucidén de Tyrode
utilizada como liquido nutricio en todos nuestros
experimentos hemos utilizado 1las siguientes sustancias
quimicas (MERK): cloruro de sodio, cloruro de potasio,
cloruro de calcio, cloruro de magnesio hexahidratado,
fosfato monosbédico monohidratado, bicarbonato de sodio

y glucosa.

4.2. FARMACOS UTILIZADOS

En todos nuestros experimentos hemos utilizado
somatostatina ciclica (STILAMINR, Serono), tetradecapéptido
de sintesis 1idéntico a la hormona homénima natural.
Comercialmente el tetradecapéptido se presenta como
un polvo blanco amorfo, que contiene un 3-15% (peso/peso)
de agua. Cada ampolla contiene 250 pg de somatostatina

(1.52x10'7 moles) y 20 mg de manitol (1.10x10—4 moles) como
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excipiente. El1 contenido de 1las ampollas era disuelto
en agua desionizada y Dbidestilada hasta obtener 1la
concentracidn deseada necesaria para la realizacidn
de los experimentos.

En algunos experimentos hemos utilizado también
otros compuestos como clorhidrato de isoproterenol (Sigma),
cafeina (Sigma) y manitol (Merk).

Las soluciones de isoproterenol eran preparadas
el mismo dia de la realizacién del experimento; a estas
soluciones afiadiamos acido ascérbico (10-4 M), se mantenian
en hielo y se protegian de la luz para evitar la degradacidn

del farmaco.

4.3. PRODUCTOS UTILIZADOS EN LA DETERMINACION DE LOS

FLUJOS DE “Sca

4.3.1. PRODUCTOS RADIACTIVOS

Hemos wutilizado 4508 en forma de solucidn
acuosa de cloruro calcico (Amersham Int.). Nuestra solucidn
contenia el dia de su adquisicidén una actividad total
de 37 MBg (1 mCi) en un volumen de 0.5 ml. La actividad

especifica era, por tanto, de 74 MBgq/ml (2 mCi/ml).
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4.3.2. PRODUCTOS NECESARIOS PARA LA PREPARACION DEL

En 1la preparaciéon del 1liquido de centelleo
hemos utilizado los siguientes productos: Tolueno
(Scharlau), iso-octil-fenoxi-polietoxi-etanol (Tritén
X-100, BDH Chemicals) y 2,5-difeniloxazol (PPO, Amersham/

Searle).

4.3.3. PRODUCTOS NECESARIOS PARA LA PREPARACION DE LAS

En el tratamiento y preparacion de nuestras
muestras para el contaje de su radiactividad hemos utilizado
los siguientes productos: Solueno-350 (Packard), perdxido
de hidrbégeno de 30 volimenes (Merk), isopropanol (2-

propanol, Merk) y 4cido acético glacial (May & Barter).
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S. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

5.1. DESCRIPCION DE LOS DATOS

Para comparar los resultados obtenidos en
los distintos experimentos, los valores obtenidos antes
de la adicién de somatostatina u otro compuesto activo
fueron utilizados como control y se consideraron como
100%. Las modificaciocnes de 1los distintos parémetros
obtenidas con somatostatina o con otros compuestos
(isoproterenol, CaCl2 ) se expresaron como porcentaje
con respecto al valor control.

En 1los experimentos realizados con auriculas
hemiseccionadas, una de las dos mitades se wutilizaba
como control, mientras que 1la otra era sometida a 1la
accién de 1la somatostatina; para fines de comparaciédn,
los valores obtenidos con las hemiauriculas experimentales
se expresaban como porcentajes con respecto a los obtenidos
en las hemiauriculas controles.

En cada serie homogénea de experimentos se
calculaba 1la media, 1la desviacidén esténdar y el error

estandar de la media segiin las siguientes férmulas (SPIEGEL,

1961; DOMENECH, 1981a, 1982):
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Media: X =

Desviacion estandar: s =

Error esténdar de

la media: E.S.M, = —2
VR

Donde:

Ay = valor obtenido en el experimento i.

n = nimero de experimentos.

Las cifras que aparecen en las distintas tablas
y representaciones graficas de esta Tesis se refieren
a la media y al error estandar de la media (X + E.S.M.) para

un determinado nuimero de experimentos (n).

5.2. COMPARACION DE MEDIAS

Para 1la comparacién de 1los valores obtenidos
en situacidén control con los obtenidos tras un procedimiento
experimental se utilizdé 1a prueba de comparacidn de
medias en grupos con datos apareados mediante la t de

Student calculada por medio de la siguiente férmula:
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HB[UI a.l
QN | —

Donde d representa la variable diferencia
entre los valores control y experimental, siendo d su
media y sS4 Su desviacidén estandar; v representa el nGmero
de grados de libertad de esta t.

La aplicacidén correcta de esta prueba exige
que la distribucién d de 1las diferencias debe seguir
una ley normal en la poblacidén origen. Cuando esta condiciédn
no se cumplia, lo cual se verificaba aplicando la prueba
de Kolmogorov, las medias se comparaban mediante 1la
prueba T de Wilcoxon (DOMENECH, 1982).

Para la comparacién de las medias observadas
en muestras con datos independientes se utilizé la prueba

de la t de Student segin la fdérmula siguiente:

t =
st/ . L
S L
2 2
.. (n1 - l)s1 + (n2 - 1)52
n, +n, - 2
v=n +n, -2
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Donde:

il media de la primera muestra.

22 media de la segunda muestra.

Sy desviacidon estandar de la primera muestra.

s, desviacidn estandar de la segunda muestra.

n, nGmero de datos de la primera muestra.

n, numero de datos de la segunda muestra.

s estimador de la desviacidén esténdar poblacional.

v numero de grados de libertad.

La aplicacién correcta de esta prueba exige
que ambas muestras procedan de poblaciones normales
y de 1igual varianza. Por ello previamente se realizaba
la prueba de comparacién de dos varianzas observadas
en grupos con datos independientes mediante 1la F de
Snedecor:

s2
Fe
S2
v1 = n1 -1
Vy, = N, - 1
valores

Donde S1v Sy, Ny Y N, representan los

antes mencionados,

de esta F.

Cuando

prueba de

comparacién de

y v, ¥ v, son los grados de libertad

las condiciones de aplicacién de 1la

medias en grupos con datos
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independientes no se cumplian se aplicdé 1la prueba U

de Mann-whitney (DOMENECH, 1982).

5.3. ANALISIS DE LA VARIANZA

En aquellas ocasiones en que el disefio experimen-
tal exigia la comparacidén de varias medias entre si
se utilizé el anAlisis de la varianza.

En los casos en que se trataba de comparar
varias medias obtenidas en grupos con datos independientes
se aplicé el anAlisis de 1la varianza con un factor de
variacién, seguido de comparaciones individuales entre
las medias correspondientes a 1los diferentes niveles
del factor mediante los métodos de Tukey y de Scheffé
(DOMENECH, 1982).

Cuando era necesaria la comparacidén de varias
medias observadas en grupos con datos apareados se utilizd
el analisis de 1la varianza para planes factoriales de
dos factores sin repeticidén. Nuevamente las comparaciones
individuales entre 1las medias se realizaban mediante

los métodos de Tukey y de Scheffé (DOMENECH, 1982).
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5.4. CORRELACION Y REGRESION

En algunas ocasiones ha sido conveniente estudiar
la correlacién entre dos variables experimentales (x
e y) para determinar si estaban o no relacionadas. Para
ello se calculaba la recta de regresién entre las dos
variables por el método de minimos cuadrados mediante

la siguiente ecuacidén (DOMENECH, 1982):

y = y+by,x(x - x)

T xy - rxly
n
Pyt 2 (Zx)?
X
Ix® - S
Donde:
y = media de y.

»i
it

media de x.

n = nimero de datos.

by,x = pendiente de la recta de regresidn o coefi-
ciente de regresidén de y sobre x.

Posteriormente se estudiaba la dependencia
o independencia de 1las variables mediante el coeficiente

de correlacién rxy entre x e y, de la siguiente forma:
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Todos 1os calculos necesarios para la realizacién
de estas pruebas estadisticas se realizaron automaticamente
mediante una calculadora programable CASIO FX-702P.

La significacién estadistica se estudidé utilizando
tablas adecuadas (DIEM y LENTNER, 1975; DOMENECH, 1981b),
y se consideraron significativas aquellas diferencias

en las que P<0.05.
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1. ESTUDIOS DE CONTRACCION Y FRECUENCIA

1.,1. EFECTO DE LA SOMATOSTATINA EN AURICULAS DERECHAS

ESPONTANEAS

Hemos estudiado los efectos de la somatostatina,
en un rango de concentraciones comprendido entre
10_9 M ¥y 5x10"6 M, sobre la amplitud y 1a frecuencia
de 1las contracciones en auriculas derechas que latian
espontineamente. Los resultados se muestran en la figura
10. Los valores control para ambos parametros en 14
experimentos han sido de 497.8 + 72.4 mg de fuerza
contractil y de 177.1 + 8.2 latidos/min, respectivamente.
La somatostatina a concentraciones menores o iguales

a 1078

M no modificaba significativamente 1la frecuencia
sinusal; sin embargo, a concentraciones superiores producia
una disminucién dosis-dependiente y estadisticamente
significativa (P < 0.05) de 1la frecuencia sinusal. A
concentraciones iguales o superiores a 10-8 M se observaba
también una disminucidén dosis-dependiente y estadisticamente
significativa (P<:0.05) de la amplitud de las contraceiones.

6 M) 1la

A la concentracidén maxima utilizada (5x10 "
somatostatina producia wuna disminucién de la fuerza

contractil de un 41.2 + 4.6% (P < 0.001) con respecto
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Figura 10.- Efecto de 1la somatostatina sobre la amplitud
de la contraccién () y frecuencia sinusal (A)
de auriculas derechas esponténeas. Ordenadas:
% de los valores controles. Abscisas:
concentracién molar de somatostatina. Cada
punto representa 1la media + E,.S.M. de 14
experimentos. -

*pL0.05; **PL0.01; ***pP<0.001.
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a los valores control, mientras que el descenso de 1la
frecuencia cardiaca era sélo de un 7.5 + 1.0% (P<0.001).

Los efectos de la somatostatina aparecian
al cabo de wunos pocos segundos de su administracién
Yy su efecto maximo se alcanzaba generalmente a los 5-10
minutos de su adicidn al bafio. Por otra parte, los citados
efectos eran répidamente revertidos mediante el 1lavado
de 1las preparaciones con solucidén de Tyrode. También
era posible revertir el efecto de la somatostatina elevando
la concentracidén de calcio del bafio hasta 3.6 mM o bien
mediante la adicién al mismo de 10‘6 M de isoproterenol;
en estos dos (Gltimos casos la amplitud de las contracciones
se elevaba répidamente, por encima incluso de los valores

control (figura 11).

1.2. EFECTOS COMPARATIVOS DE LA SOMATOSTATINA MAS MANITOL

CON MANITOL SOLO

Dado que la preparacidn de somatostatina utilizada
en nuestros experimentos contenia manitol como excipiente,
realizamos una serie de experimentos encaminados a poner
de nanifiesto si este excipiente poseia alguna actividad
farmacoldégica en las auriculas de cobayo o si, por el
contrario, se trataba de un compuesto farmacoldgicamente

inaczivo.
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Las ampollas utilizadas en nuestros experimentos
contenian una proporcién aproximada de 20 mg de manitol

por cada 250 pg de somatostatina, es decir, 1.10x10 %

moles de manitol por cada 1.53)(10-7 moles de somatostatina.
Segin esto, a cada mol de somatostatina acompafian 719
moles de manitol como excipiente.

Tras equilibracién un grupo de aurfculas derechas
eran expuestas a concentraciones progresivamente- crecientes

9 6

de manitol, desde 719x10 - M hasta 3595x10 - M. A continua-

cién, y tras el lavado de las preparaciones, éstas eran

incubadas con concentraciones de somatostatina (10'9

M a 5x107°

M) que contenfan concentraciones de excipiente
idénticas a las utilizadas en 1la primera parte del
experimento. Los resultados obtenidos en 6 auriculas
derechas en las que se determiné la frecuencia sinusal
y la amplitud de 1las contracciones se muestran en 1la
tabla 9. Puede observarse que el manitol per se no era
capaz de modificar significativamente ni 1a frecuencia
sinusal ni 1la amplitud de 1las contracciones, mientras
que la somatostatina acompafiada de cantidades 1idénticas
de manitol producia, en 1las mismas preparaciones, sus
tipicos efectos cronotrépico e 1inotrdpico negativos.
Es decir, 1los efectos descritos anteriormente para 1la
somatostatina son atribuibles solamente al polipéptido

y no a su excipiente.
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1.3. EFECTO DE LA SOMATOSTATINA EN AURICULAS IZQUIERDAS

CONDUCIDAS ELECTRICAMENTE

También hemos estudiado 1los efectos inducidos
por dosis acumulativas de somatostatina sobre los diferentes
parametros de la contraccidén isométrica en auriculas
izquierdas conducidas eléctricamente a wuna frecuencia

pasal de 1 Hz (60 min )

). Los valores control (media
+ E.S.M.) para cada uno de los parametros de la contraccién
isométrica de 14 auriculas izquierdas fueron los siguientes:
amplitud de 1la contraccién: 731.3 + 10.6 mg; tiempo
hasta el maximo tensional: 67.1 + 2.1 ms; tiempo total
de contraccidén: 230.0 + 9.7 ms; y maxima velocidad de
desarrollo de fuerza contractil (df/dt méx): 15.0 =+
2.6 mg/ms.

La somatostatina producia una disminucién
dosis-dependiente de 1la fuerza contractil desarrollada
por las auriculas izquierdas. Este descenso de la
contractilidad alcanzaba valores estadisticamente significa-
tivos (P <: 0.05) a concentraciones iguales o superiores
a10 %M (figura 12). La disminucién de la fuerza contractil
inducida en auriculas izquierdas fue ligeramente superior
a la originada en auriculas derechas espontaneas; asi,
a la concentracidn de 5x10-6 M, la somatostatina provocaba
en auriculas izquierdas una disminucién de la contractilidad

de un 45.3 + 5.8% con respecto a 1los valores control
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Figura 12.-

CONCENTRACION (M)

Efecto de 1la somatostatina sobre 1la amplitud
de la contraccién de auriculas izquierdas
conducidas eléctricamente. Ordenadas: %
del valor control. Abscisas: concentracidn
molar de somatostatina. Cada punto representa
la media + E.S.M. de 14 experimentos.

*pL0.05; **P<0.01; ***P<L0.001,
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(PL0.001).

El efecto inotrépico negativo de la somatostatina
se acompaflaba de una disminucién de la maxima velocidad
de desarrollo de fuerza contractil (df/dt max) que alcanzaba
asimismo valores estadisticamente significativos (P<0.01)
a concentraciones iguales o superiores a 10_9 M (figura
13). Sin embargo, no se observaron modificaciones
significativas ni en el tiempo hasta el maximo contractil
ni en el tiempo total para la contraccidn.

Hay que sefialar también que, al igual que
sucedia en auriculas derechas, el efecto de la somatostatina
podia ser réapidamente revertido mediante el lavado de
las preparaciones con solucidén de Tyrode o bien mediante
la adicién al bafio de CaCl, (3.6 mM) o isoproterenol

-6

(10 M).

1.4. EFECTOS DE LA SOMATOSTATINA SOBRE EL TIEMPO DE

RECUPERACION DEL NODO DEL SENO Y LA MAXIMA FRECUENCIA

DE ESTIMULACION AURICULAR

En auriculas derechas espontaneas hemos estudiado
también 1los efectos de la somatostatina sobre el tiempo
de recuperacién del nodo del seno y la maxima frecuencia
de estimulacién auricular (figura 14). El1 valor control

para el primero de estos parémetros calculado en 8
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CONCENTRACION (M)

Efecto de 1la somatostatina sobre la maxima
velocidad de desarrollo de fuerza contractil
(Q), tiempo hasta el maximo tensional (A) y
tiempo total de contraccidon (4 ) en auriculas
izquierdas conducidas eléctricamente. Ordenadas:
% de los valores controles. Abscisas:
concentracién molar de somatostatina. Cada
punto representa la media + E.S.M. de 14
experimentos. -

**p<0.01; ***PL0.001.
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c 109 108 107 105540
CONCENTRACION (M)

Efecto de 1la somatostatina sobre el tiempo
de recuperacidén del nodo del seno ( () )y
la maxima frecuencia de estimulacidn auricular
( A ) en auriculas derechas espontéaneas.
Ordenadas: % de los valores controles. Abscisas:
concentracién molar de somatostatina. Cada
punto representa 1la media + E.S.M. de 8
experimentos. C: control. -

*pL0.05; **pP<L0.01.
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experimentos era de 394.1 + 17.0 ms. La somatostatina
producia una prolongacién del tiempo de recuperacién
del nodo del seno que alcanzaba valores estadisticamente
significativos (P < 0.05) a concentraciones iguales o

9 M. A la méxima concentracidén utilizada

superiores a 10~
(5x10"6 M), la somatostatina incrementaba en un 20.1
3.9% el tiempo de recuperacién del nodo del seno (P<0.01).

En nuestros experimentos 1la méaxima frecuencia
de estimulacién auricular medida en 8 auriculas derechas
previamente a la adicidén de cualquier dosis de somatostatina
era de 645.3 + 23.2 latidos/min. Como se muestra en
la figura 14, 1la administracién de somatostatina a 1las
preparaciones producia una disminucidén dosis-dependiente
de 1la maxima frecuencia de estimulacién auricular. Este
efecto resultd ser estadisticamente significativo (P<0.05)

a concentraciones de 10~

M de somatostatina, y alcanzd
su maximo valor (13.5 + 4.1%, P< 0.01) a concentraciones

de 5x10°% M de somatostatina.

1.5. EFECTO DE LA SOMATOSTATINA SOBRE LAS CURVAS INTERVALO

DE REPOSO-AMPLITUD CONTRACTIL

En otro grupo de experimentos 1las auriculas
izquierdas eran estimuladas a 1la frecuencia basal de

1 Hz (60 min -1) hasta que la respuesta contractil alcanzaba
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valores estables. En este momento 1la estimulacidén era
suprimida durante intervalos de tiempo variables (1-
8 s). Tras este intervalo de reposo se procedia a estimular
las auriculas nuevamente a la frecuencia basal. La relacién.
que existe entre el intervalo de reposo a que se somete
una auricula y 1la amplitud de 1la contraccidn que se
produce al volver a estimularla se representa en 1la
figura 15.

Puede observarse cdémo una progresiva prolongacién
en el intervalo de reposo auricular ocasionaba un incremento
progresivo de 1la amplitud de 1la respuesta contractil
del primer latido que seguia al periodo de reposo. La
amplitud de esta contraccién se expresa en la figura
15 como porcentaje de 1la que existia previamente al
intervalo de reposo en situacidn control, la cual representa
el 100%.

Como puede apreciarse la somatostatina producia
su efecto 1inotrdépico negativo caracteristico asi como
un desplazamiento dosis-dependiente hacia abajo de 1la
curva que relaciona el intervalo de reposo con la amplitud
contractil. A todas las concentraciones de somatostatina
utilizadas este efecto sd6lo alcanzaba valores estadistica-
mente significativos (P < 0.001) a intervalos de reposo
de 1 s (que coinciden precisamente con 1la frecuencia
basal de estimulacidn). Tras la administracidén de
leo—6 M, la somatostatina también producia una depresidn

significativa para intervalos de reposo de 2 (P < 0.01)
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Figura 15.- Relacidn intervalo de reposo-amplitud de

la contraccién. La amplitud de 1la contraccidn
obtenida durante el periodo de estabilizacién
se tomG como 100% como se muestra en el
esquema de la parte superior. Ordenadas:
fuerza contractil tras el reposc (% del
valor control). Abscisas: intervalo de reposo
(s}. Cada punto representa la media + E.S.M.
de 9 experimentos.

(@) sin somatostatina,

(()) somatostatina, 10-7 M,
() somatostatina, 10-6 M,
(A ) somatostatina, 5x10-6 M.

*P 0.05; **P<L0.01; ***P<L0.001.
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y de 3 s (P £ 0.05), pero no a intervalos de tiempo
superiores. Dicho con otras palabras, las diferencias
encontradas no resultaron ser estadisticamente
significativas en los intervalos de reposo mayores (parte
derecha de 1la curva) y si lo fueron en los intervalos
de reposo menores (parte izquierda de 1la curva), pero
sblo para la maxima dosis empleada. E1 hallazgo de
diferencias significativas con todas 1las dosis en el
intervalo de 1 s se explica simplemente por el efecto
inotropico negativo de 1la somatostatina ya descrito,
dado que este intervalo de reposo coincide con el intervalo
entre latidos que existe a una frecuencia basal de 1
Hz.

Dado que 1las curvas intervalo de reposo-amplitud
contractil permiten estudiar la cinética de la movilizacidn
del calcio desde sus depdsitos intracelulares (BAYER
y cols., 1975; BARRIGON y cols., 1982; DIEZ y cols.,
1984), hemos calculado 1las constantes de tiempo para
las curvas obtenidas antes y después de la adicidén de

5x107°

M de somatostatina a las preparaciones. Estas
constantes se calculaban hallando en primer lugar 1la
amplitud de dichas curvas en el eje de ordenadas. A
la ordenada del primer punto de cada curva (% de fuerza
contractil para 1 s) se le sumaban los 2/3 de la amplitud
de 1la misma. Del valor asi calculado se obtenfa, por

interpolacidn lineal, su abscisa correspondiente, que

se consideraba como constante de tiempo (BAYER y cols.,
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1975). Dichas constantes alcanzaban en nuestras
preparaciones un valor de 4,53 s en condiciones control
y de 4.47 s tras la adicibdn de leo'6 M de somatostatina.
Ello sugeriria que la somatostatina no modifica 1la

movilizacién de calcio desde sus depdsitos intracelulares.

1.6. EFECTO DE LA SOMATOSTATINA SOBRE LA POTENCIACION

POST-EXTRASISTOLICA

Para estudiar el fendémeno de 1a potenciacidn
post-extrasistbélica en auriculas izquierdas se introducia
durante 10 1latidos seguidos un extraestimulo S 5 @ un
intervalo de 40-50 ms del estimulo basal S, . Al cabo

1

de este tiempo se suprimia el extraestimulo y las auriculas
seguian siendo estimuladas a 1la frecuencia basal. Esta
estimulacién ' pareada producia un incremento de la fuerza
contractil registrada (potenciacidén post-extrasistdlica)
que se determinaba en condiciones control y en presencia
de diferentes concentraciones de somatostatina,

En 6 auriculas izquierdas estimuladas a 1
Hz (60 min'1 ) la amplitud de la fuerza contractil basal
alcanzaba valores de 723.2 + 15.8 mg, La estimulacién
parecada en estas auriculas producia un incremento de

la fuerza contractil hasta 1860.7 + 39.5 mg (potenciacidn

post-extrasistdlica), 1lo que supone un 257.3 + 7.6%



-165-

del valor control. La somatostatina, 10°8

M, reducia
la amplitud contractil en auriculas estimuladas a 1
Hz hasta 451.3 + 9.2 mg; sin embargo, tras su administracién
la potenciacién post-extrasistélica maxima alcanzaba
1631.0 + 45.1 mg. Es decir, la potenciacidén post-extrasisto-
lica obtenida en presencia de somatostatina era de un
361.4 + 10.8%, lo que representa un valor porcentualmente
mayor (P< 0.001) que el obtenido en condiciones control.

Sin embargo, la somatostatina, 1072

Ma 10°% M, no lograba
modificar 1la magnitud total de 1la potenciacidén post-
extrasistbélica considerada en valores absolutos (para
10°® M, 1631.0 + 45.1 mg frente a un control de 1860.7 +
39.5 mg, P>0.05).

La comparacién de la potenciacién post-extrasistd-
lica obtenida en condiciones control con la obtenida
durante el periodo del efecto inotrépico negativo producido

por concentraciones de 10—9 M a 10 -6 M de somatostatina
se muestra en la figura 16, que presenta los resultados

de un experimento tipico.

1.7. EFECTO DE LA SOMATOSTATINA SOBRE LA RELACION FUERZA-

FRECUENCIA EN AURICULAS IZQUIERDAS

La curva que relaciona 1l1la fuerza contractil

desarrollada por las auriculas izquierdas de cobayo
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Figura 16.- Efecto de la somatostatina sobre el fendmeno
de la potenciacién post-extrasistdlica en
auriculas izquierdas conducidas eléctricamente,
A representa la potenciacidén post-extrasistdlica
previa a 1la adicién de somatostatina. E1l
resto de los registros muestran la potenciacién
post-extrasistdélica 10 minutos después de
la adicidén al bafio de somatostatina, 10-9 M (B),

1078 u (c), 1077 m (D) y 1078 m (E).
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con la frecuencia a que son estimuladas se representa
en la figura 17. Como se muestra en esta figura, un
incremento en 1la frecuencia de estimulacidén por encima
de la frecuencia basal de 1 Hz (60 min 1 ) origina un
aumento de la fuerza contractil registrada. Por otra
parte, una disminucién de 1la frecuencia desde 60 a 15
min—1 también provoca un aumento de la contractilidad,
si bien en esta ocasién es menos marcado, Es decir,
en la auricula de cobayo 1la relacién fuerza-frecuencia
presenta una respuesta bifasica.

La influencia de 1la somatostatina sobre la
relacién fuerza-frecuencia se estudidé en 6 auriculas
izquierdas. Se realizaron las curvas que relacionan
la fuerza contractil desarrollada con la frecuencia
de estimulacidén en ausencia y en presencia de distintas

7

concentraciones de somatostatina (10~ M a SXICTS M).

El valor obtenido en condiciones control a una frecuencia

de 60 min~!

se tomdé como 100%, expresandose el resto
de los valores como porcentaje con respecto a este control.
La somatostatina (figura 17) disminuia 1a amplitud de
las contracciones y producia un desplazamiento dosis-
dependiente hacia abajo de la curva que relaciona la
fuerza contréctil con 1la frecuencia de estimulacién.
Este desplazamiento aparecia a todas 1las frecuencias
de estimulacién wutilizadas, si bien era mas marcado

a las frecuencias altas, es decir, en la rama ascendente

de la derecha de 1la curva, que es progresivamente aplanada
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Figura 17.- Efecto de la somatostatina sobre 1la relacidn
fuerza-frecuencia en auriculas izquierdas
conducidas eléctricamente. La amplitud de
la contracecidn obtenida a 60 min~l en ausencia
de somatostatina se tomdé como 100%. Ordenadas:
% del wvalor control. Abscisas: frecuencia
de estimulacidn (latidos/minuto). Cada punto
representa la media + E.S.M. de 6 experimentos.

sin somatostatina,
somatostatina, 10-7 M,
somatostatina, 10-6 M,
somatostatina, 5x10-5 M.

*pL0.05; **PL0.01; ***P<0.001.
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por accidén de la somatostatina.

1.8. EFECTO DE LAS VARIACIONES DE LA CONCENTRACION

EXTRACELULAR DE CALCIO SOBRE LA ACCION INOTROPICA

NEGATIVA DE LA SOMATOSTATINA

Es un hecho conocido que 1la amplitud de las
contracciones cardiacas aumenta cuando se incrementa
la concentracién de calcio o cuando se reduce la
concentracion de sodio en el medio extracelular (WILDBRANDT
y KOLLER, 1948), En ambas situaciones el flujo de entrada
de calcio al interior celular se encuentra elevado
(NIEDERGERKE, 1963).

Para investigar el efecto que la concentracién
extracelular de calcio ejerce sobre la accidén inotréopica
negativa de 1la somatostatina, las auriculas izquierdas
se incubaban en solucién de Tyrode que contenia una
concentracidén de calcio de 0.9 mM. La adicidén posterior
de cantidades sucesivamente crecientes (0.9 a 7 mM)
de CaCl2 permitia obtener curvas dosis~respuesta al
calcio. Posteriormente se repetian estas curvas dosis-
respuesta al calcio en presencia de somatostatina

(10_7 M y 10 -6 M). Los resultados se muestran en la
figura 18.

Estos resultados, obtenidos en 8 auriculas
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Figura 18.- Efecto de 1la somatostatina sobre la accion

inotrépica positiva provocada por concentra-
‘ciones crecientes de calcio en auriculas
izquierdas conducidas eléctricamente. Ordenadas:
fuerza contractil (% del valor control).
Abscisas: concentracién de calcio (mM) en
la solucidén de Tyrode, en escala logaritmica.
Cada punto representa la media + E.S5.M.
de 8 experimentos.

) sin somatostatina,
) somatostatina, 10-7 M,
) somatostatina, 10-6 M.

*pL0.05; **PL0.01.
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izquierdas, indican que la somatostatina causaba un
desplazamiento hacia abajo y hacia 1la derecha de 1la
curva dosis-respuesta al calcio (figura 18). En presencia
de 10—7 M de somatostatina este desplazamiento alcanzaba
valores estadisticamente significativos (P < 0.05) en
el rango de concentraciones de calcio de 0.9 a 3.6 mM,
no siendo significativo el desplazamiento para
concentraciones de 5.4 y 7.0 mM de calcio. De manera
similar, la somatostatina, 107 M, desplazaba 1la curva
dosis-respuesta al calcio hacia abajo y hacia la derecha,
si bien en presencia de una concentracién extracelular
de calcio de 7.0 mM este desplazamiento no era
estadisticamente significativo. Dicho con otras palabras,
el desplazamiento de las mencionadas curvas dosis-respuesta
resultaba mas marcado a concentraciones bajas de calcio
que a altas concentraciones de este catién.

Estos hallazgos parecen indicar, en consecuencia,
que 1la elevacién de 1la concentracidén extracelular de
calcio es capaz de disminuir o de antagonizar el efecto

inotrépico negativo producido por la somatostatina.
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1.9. EFECTO DE LA  VARIACION DE LA CONCENTRACION

EXTRACELULAR DE SODIO SOBRE LA ACCION INOTROPICA

NEGATIVA DE LA SOMATOSTATINA

En otro grupo de experimentos hemos estudiado
el efecto 1inotrdpico negativo de 1la somatostatina en
auriculas derechas equilibradas en solucién de Tyrode.
A continuacidén este efecto se comparaba con la accién
inotrépica negativa que ejercia 1la somatostatina sobre
las mismas auriculas incubadas durante 30 minutos en
una solucién de Tyrode en la que un 30% de la concentracién
de sodio habia sido reemplazada isoosmdticamente por
sucrosa,

En 10 auriculas derechas la amplitud de 1las
contracciones era de 512.3 3+ 68.3 mg en solucibén de
Tyrode normal, y se elevaba a 704.6 + 52.5 mg (P 0.001)
cuando se reducia 1la concentracidén de sodio en el barfio
al 70%. En la figura 19 se compara el efecto inotrdépico
negativo de la somatostatina obtenido en solucidén de
Tyrode normal con el obtenido en la solucién de Tyrode
con 70% de sodio. Puede observarse que el efecto inotrépico
negativo de la somatostatina se encuentra significativamente

reducido (P < 0.01 para 10 -7 6

M y PL0.001 para 10~ M)
en un medio hiposddico. Es decir, de nuevo una situacién
que incrementa el flujo de entrada de calcio es capaz
de antagonizar la accién inotrdpica negativa de la somatos-

tatina.
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Figura 19.- Efecto inotrbopico negativo de la somatostatina
en auriculas derechas espontaneas en solucidn
de Tyrode normal (columnas blancas) y en
solucién de Tyrode cuyo contenido en sodio
se redujo a un 70% (columnas negras).
Ordenadas: % de depresibébn de la fuerza
contractil. Abscisas: concentracidn molar
de somatostatina. Cada columna representa
la media + E.S5.M. de 10 experimentos.

++pL0.01; ***P<L0.001.
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1.10 EFECTO DE LA SOMATOSTATINA SOBRE LAS RESPUESTAS

INOTROPICAS Y CRONOTROPICAS AL ISOPROTERENOL

Para estudiar el efecto de 1a somatostatina
sobre las respuestas cronotrdpicas e inotrépicas positivas

ol M a 10°® M) en

producidas por el 1isoproterenol (1
auriculas derechas se llevaron a cabo curvas dosis-respuesta
a este (ltimo faArmaco en solucidén de Tyrode carente
de somatostatina, las cuales se utilizaron como controles.
Posteriormente se realizaron curvas dosis-respuesta

6 M de somatostatina.

similares en presencia de 10'7 My 10

El efecto de la somatostatina sobre la respuesta
cronotrodpica positiva inducida por el isoproterenol
en 9 auriculas derechas se muestra en la figura 20.

En estas preparaciones 1la somatostatina, ldﬂ M vy

10°® M, disminufa 1a frecuencia sinusal desde 170.3
+ 5.8 latidos/min, en condiciones control, hasta 163.3 +
2.0 y 160.1 + 2.2 latidos/min, respectivamente, 1lo que
suponia una reduccidn estadisticamente significativa
de 1a frecuencia sinusal de un 4.1 + 1.,2% (P < 0.05)
y de un 6.0 + 1.3% (P < 0.01), respectivamente, para
las mencionadas concentraciones de somatostatina,

Como puede observarse en 1la figura 20, 1la
somatostatina producia un desplazamiento dosis-dependiente

hacia abajo de 1la curva dosis-respuesta cronotréopica

al isoproterenol. Sin embargo, la somatostatina no parecia
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ser capaz de bloquear el efecto cronotrdpico positivo
producido por el isoproterenol. Asi, por ejemplo, el
incremento de 1la frecuencia producido por la maxima

-6 M) era de un

dosis de isoproterenol wutilizada (10
36.2 + 2.7% sobre los valores control en ausencia de
somatostatina, mientras que en presencia de 10"7 M vy
10_6 M de esta hormona este incremento alcanzaba un
31.1 + 3.5% y un 29.9 + 3.7%, respectivamente, valores
que no diferian estadisticamente (P 2> 0.05) del hallado
en ausencia de somatostatina.

Hemos estudiado también 1la influencia de ‘1a
somatostatina sobre la respuesta inotrbépica positiva
al isoproterenol. La figura 21 muestra 1los resultados
obtenidos en 9 auriculas derechas. En estas preparaciones
la somatostatina provocaba una disminuciéon de 1la fuerza
contractil que alcanzaba un 15.8 + 2.2% a la concentracién

de 1077 M (P<0.01) y un 49.3 + 5.1% a 10°

M (P<L0.001).
Mas aln, 1la somatostatina desplazaba 1la curva dosis-
respuesta inotrdpica al isoproterenol hacia abajo de
una manera dosis-dependiente. Sin  embargo, y de una
forma muy similar a lo ya visto en las curvas de frecuencia,
la somatostatina no deprimia el incremento maximo de
fuerza contractil inducido por el isoproterenol en estas
preparaciones. Ello significa que el isoproterenol en
presencia de somatostatina seguia ejerciendo su tipico

efecto inotrdpico positivo.

En conclusidn, en nuestras preparaciones de
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Figura 20.~ Efecto de 1la somatostatina sobre 1la respuesta
cronotrépica a isoproterenol en auriculas
derechas esponténeas. Ordenadas: frecuencia

sinusal (% del wvalor —control). Abscisas:
logaritmo de la concentracién molar de
isoproterenol. Cada punto representa la

media + E.S.M. de 9 experimentos. C: control.

- (@) sin somatostatina,
(Q ) somatostatina, 107 M,
(A ) somatostatina, 10-5 M.

*p<L0.05; **p<L0.01.
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Figura 21.- Efecto de la somatostatina sobre la respuesta
inotrépica a isoproterenol en auriculas
derechas esponténeas. Ordenadas: fuerza
contractil (% del valor control). Abscisas:
logaritmo de la concentracidn molar de
isoproterenol. Cada punto representa la
media + E.S.M. de 9 experimentos. C: control.

(@) sin somatostatina,
(O) somatostatina, 10~/ M,
(A) somatostatina, 10-5 M.

*PL0.05; **P<L0.01; **#*pL0.001.
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auriculas derechas, la somatostatina no era capaz de
deprimir los efectos cronotrbépicos e inotrépicos positivos
maximos inducidos por el isoproterenol. Ello parece
indicar que el efecto inotrépico negativo de la
somatostatina no se debe a una interferencia con los
receptores beta-1 adrenérgicos cardiacos ni con la
activacién de una adenil-ciclasa dependiente de

catecolaminas,

1.11. EFECTO DE LA SOMATOSTATINA SOBRE LAS CONTRACCIONES

LENTAS

En un grupo de experimentos las auriculas
derechas se equilibraban en solucién de Tyrode durante
30 minutos y a continuacién se incubaban en soluciédn
de Tyrode con alto contenido en potasio (27 mM), En

estas condiciones las preparaciones quedaban parcialmente

despolarizadas y se hacfan 1inexcitables. La adicién
de isoproterenol (10 -6 M) permitia restaurar 1la
excitabilidad (contracciones lentas), estimuléandose

entonces las preparaciones a una frecuencia constante
de 0.4 Hz (24 min_l) para evitar su deterioro.

En nuestros experimentos 1la amplitud de 1las
contracciones lentas inducidas por el isoproterenol

en 8 auriculas derechas parcialmente despolarizadas
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alcanzé un valor de 550.6 + 60.6 mg. La somatostatina
producia una disminucién dosis-dependiente de estas
contracciones lentas (figura 22). Esta disminucién alcanzaba
valores estadisticamente significativos (P <« 0.05) a
concentraciones de somatostatina iguales o superiores
a 10_9 M. La depresidén de las contracciones lentas era
tan marcada que 1llegaba a alcanzar un B83.5 + 5.3% al
aplicar la concentracién maxima de somatostatina utilizada,
5x10"% M. Por otra parte, la disminucién de la amplitud
de las contracciones lentas que provocaba la somatostatina
era répidamente revertida incrementando la concentracidn

de calcio en el liquido nutricio, tal como puede observarse

en la figura 23.



-181-

100+
»
' * %%
4
o
o
[
z -
(o]
0501 e
-
W
(@]
.\° J XY
1 rnn
T Y v _%
= - 7 -
16° 168 107 1085405
CONCENTRACION (M)
Figura 22.- Efecto de la somatostatina sobre las
contracciones lentas inducidas por el
isoproterenol (10-6 M) en auriculas

despolarizadas por potasio (27 mM). Ordenadas:
% del valor control. Abscisas: concentracién
molar de somatostatina. Cada punto representa
la media + E.S.M. de 8 experimentos.

*p<L0.05; ***p<L0,001.
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Figura 23.- Registro grafico del efecto depresor de

la somatostatina sobre las respuestas contricti-
les lentas inducidas por isoproterenol (10™° M)
en auriculas despolarizadas por potasio
(27 mM). El1 efecto inotrépico negativo de
la somatostatina pudo revertirse incrementando
la concentracién de calcio en la solucibn
de Tyrode. La frecuencia de estimulacidn
se mantuvo en 0.4 Hz a 1lo 1largo de todo
el experimento. Las calibraciones horizontal
y vertical indican, respectivamente, el
tiempo y la fuerza contractil.
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2. ESTUDIOS DE POTENCIALES DE ACCION

2.1. EFECTO DE LA SOMATOSTATINA SOBRE LOS POTENCIALES

DE ACCION AURICULARES

Los efectos electrofisiolégicos de la
somatostatina, en un rango de concentraciones comprendido
entre 10 -9 My 10 -6 M, han sido estudiados en auriculas

1).

Los resultados se muestran en 1la tabla 10. Como puede

de cobayo estimuladas a una frecuencia de 1 Hz (60 min~

observarse, la somatostatina no modificaba
significativamente, a ninguna de las concentraciocnes
ensayadas, ni el potencial de reposo auricular ni 1la
amplitud del potencial de accidén. Tampoco ejercia ningin
efecto sobre el V max o méaxima velocidad de despolarizacidn
durante 1l1la fase 0. Sin embargo, 1la somatostatina era
capaz de acelerar 1la repolarizacién incrementando las
pendientes de las fases 2 y 3 del potencial de acciébn,
lo cual explica el acortamiento dosis-dependiente observado
en la duracidn del potencial de accidén medido tanto

al 50% (DPA ) como al 90% (DPAQO) de repolarizacién.

50

En efecto, 1la DPA que en situacidén basal alcanzaba,

50 °*
en 13 auriculas, un valor de 56.2 + 2.7 ms, era reducida

por 1072 M de somatostatina a 46.9 + 3.1 (<L 0.05) y
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llegaba a ser, con la maxima dosis de somatostatina
ensayada, 10" ® M, de 34.5 + 5.5 (P< 0.001). Por otro
lado, 1los efectos 'de la somatostatina sobre 1la DPAgo,
cuyo valor control era de 117.5 + 5.6 ms, sélo comenzaban
a ser estadisticamente significatives (P < 0.01) a 1la
concentracidén de 10'8 M, que producia una disminucidn
hasta 96.2 + 5.5 ms. A la concentracion de 10_6 M de
somatostatina 1la DPA90 se acortaba hasta 79.0 + 4.8
ms (P < 0.001). Es decir, la somatostatina se mostraba
ligeramente més activa para reducir 1la DPA50 que la
DPAQO.

Estos efectos aparecian a los 1-2 minutos
de comenzar la perfusién con somatostatina, y se
estabilizaban en 5-10 minutos. Todos los cambios
electrofisioldgicos inducidos por 1la somatostatina eran

rapidamente revertidos tras el lavado de las preparaciones

con solucidén de Tyrode.

2.2. EFECTOS DE LA SOMATOSTATINA SOBRE EL PERIODO REFRACTARIO

EFECTIVO Y EL TIEMPO DE RECUPERACION AURICULARES

Hemos estudiado también en fibras musculares
auriculares de cobayo 1los efectos de 1la somatostatina
sobre la duracién del periodo refractario efectivo (PRE)

y del tiempo de recuperacién (TR) auriculares, asi como
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sobre los cocientes F’RE/DPA90 y PRE/TR.

El1 valor control para el PRE, evaluado en
13 experimentos, era de 113.9 + 6.2 ms. La somatostatina
producia una disminucidn doéis—dependiente de este parametro
(tabla 10, figura 24) que alcanzaba valores estadisticamente
significativos (P < 0.05) a concentraciones iguales o

-8 M. En consecuencia, a 10”8 M 1a

superiores a 10
somatostatina reducfa el PRE a 81.0 + 4.0 ms (P <0.001).
Por otro lado, la duracidén de TR, determinado en 7 auriculas
en condiciones control, era de 151.7 + 15.3 ms. La
somatostatina inducia también una disminucibén dosis-
dependiente de este paréametro, que alcanzaba valores
de 112.5 + 8.8 ms (P 0.01) en presencia de 107% m (figura
24).

La figura 25 muestra los efectos de la
somatostatina sobre 1los cocientes PRE/DPAQO y PRE/TR
obtenidos en auriculas de cobayo. Como puede observarse
la somatostatina no producia modificaciones significativas
de estos cocientes a ninguna de 1las concentraciones
ensayadas.

En la figura 26 hemos representado la relaciodn
existente entre los cambios originados por la somatostatina
sobre la DPAgy y el PRE. Resulta evidente que los puntos
obtenidos con todas las concentraciones de somatostatina

utilizadas (1072 M - 107°

M) pueden ajustarse a una
recta de regresidén (y = 1.7759 + 0.8397x) con un coeficiente

de correlacién préximo a la unidad (r = 0.9778, P <0.05),



-187-

160 T
w
E 120
o * %
o
= .
ul
=
80 - * Kk
) T T L *41
c 6% 168 w0’ 10®
CONCENTRACION (M)
Figura 24.- Efecto de la somatostatina sobre la

DPAgy (O), el PRE (A) y el TR (A) en fibras
musculares auriculares de cobayo. Ordenadas:
duracién de los citados parametros (ms).
Abscisas: concentracién molar de somatostatina.
Cada punto representa la media + E.S.M.
de 7-13 experimentos., C: control.

*pL0.05; **PL0.01; ***P<L0.001.
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Figura 25.- Efecto de 1la somatostatina sobre el cociente
PRE/DPAgg (A) y sobre el cociente PRE/TR
(B) en fibras musculares auriculares de
¢obayo. Ordenadas: valores de los mencionados

cocientes. Abscisas: concentracidn molar
de somatostatina. Cada punto representa
la media + E.S.M. de 7-13 experimentos.

C: control.
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Figura 26.- Efecto de
entre la DPAgqg

la somatostatina sobre la relacién
y el PRE en fibras musculares

auriculares de cobayo. El1 incremento medio
en el PRE (APRE) en ms se representa en
ordenadas; el incremento medio en 1la DPAgg
(ADPAgg) en ms se representa en abscisas.
Cada punto representa la media de 13
experimentos. Las lineas verticales y '
horizontales representan el E.S.M.

(0O) somatostatina, 10-9 M,

(¥ ) somatostatina, 10-8 M,

(O) somatostatina, 10-7 M,

(A) somatostatina, 10-6 M,
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y qgue esta recta no difiere sensiblemente de 1la 1linea
de identidad, lo que sugeriria que el acortamiento observado
en el PRE seria secundario al acortamiento producido
por 1la somatostatina sobre 1a DPA90 . La ausencia de

modificaciones en el cociente F’RE/DP%0 también parece

corroborar esta hipdbtesis.

2.3. EFECTO DE LA SOMATOSTATINA SOBRE LOS POTENCIALES

DE ACCION LENTOS

Los potenciales de accidédn lentos eran obtenidos
en las auriculas de cobayo mediante 1la perfusidén con
una solucién de Tyrode que contenia 27 mM de KCl a la

-6 M) o cafeina (5 mM).

que se afiadia isoproterenol (10
Tras incrementar la concentracidén extracelular de potasio
de 2.7 a 27 mM se producia una despolarizacidén parcial
de 1las fibras auriculares hasta un nivel de potencial
de membrana en el que la corriente rapida de entrada
de sodio (INa) estaba inactivada. Los potenciales de
accién originados por el isoproterenol y 1la cafeina
a ese nivel de potencial de membrana se denominan
potenciales de accién 1lentos y dependen principalmente
de 1la activacidén de 1la corriente 1lenta de entrada de

calcio (ISi).

Los resultados obtenidos en 9 experimentos
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se muestran en la tabla 11, El1 potencial de reposo de
estas preparaciones en ausencia de somatostatina era

8 -7

de -47.4 + 1.0 mV; la somatostatina, 10~ M - 10 M,

no modificaba este parametro, pero a 10'6

M originaba
una discreta despolarizacién hasta -45.7 + 1.8 mV (P 0.05).
Ademas, 1la somatostatina producia una reduccidén dosis-
dependiente tanto de 1la amplitud de 1los potenciales
lentos como de 1la velocidad méaxima de despolarizacidn
de los mismos. Para ambos parametros esta reduccidn
alcanzaba valores estadisticamente significativos (P<0.05)
a concentraciones 1iguales o superiores a 10_8 M. De
manera similar, 1la DPASO y 1la DPA90 de los potenciales
lentos calcio-dependientes experimentaban también un
acortamiento dosis-dependiente por acciodn de la
somatostatina que alcanzaba valores estadisticamente
significativos (P<0.05) a concentraciones de somatostatina

iguales o superiores a 1078 .

2.4. EFECTO DE LA SOMATOSTATINA SOBRE LOS POTENCIALES

DE ACCION VENTRICULARES

También hemos estudiado, en otro grupo de

9 M -

experimentos, los efectos de la somatostatina (107
107° M) sobre 1los potenciales de accidn registrados

en musculos papilares ventriculares de cobayo estimulados
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a una frecuencia basal de 1 Hz (60 min ! ). Nuestros
resultados, en 9 experimentos, aparecen en 1la tabla
12, Puede apreciarse que, en condiciones control, el
potencial de accién ventricular del <cobayo presenta
un nivel de potencial de membrana mas elevado (mas negativo)
que el existente en 1la auricula del mismo animal. De
aniloga manera la amplitud de 1la fase O del potencial
de accién, asi como 1la duracidén del mismo tanto al 50%
como al 90% de repolarizacidén alcanzan cifras mayores
en el masculo papilar que en la auricula de cobayo.

La perfusion de los masculos papilares con
somatostatina no modificaba significativamente el potencial

de reposo ventricular ni la amplitud y la V max del

potencial de accidn. La somatostatina, sin embargo,

era capaz de disminuir tanto la DPA50 como la DPAQO cuando

se aplicaba a concentraciones de 10_9 My 10'8 M, si
7

bien, al perfundir con concentraciones superiores, 10 ' M
y 10"6 M, ambos paréametros se incrementaban, .llegando
a alcanzar valores que no diferian significativamente
de 1los obtenidos en condiciones control. De este modo,
la DPA 90" que en ausencia de somatostatina era de 150.8 +
10.2 ms, experimentaba una reduccion a 121,9 + 9.5

(p<0.05) y a 116.1 + 8.9 ms (P<0.05) cuando se perfundia,

9 8

respectivamente, con 10 M y 10 ° M del polipéptido.

El incremento de esta concentracién a 107/ M y 10”%m

prolongaba 1la DPA hasta 139%.1 + 11.0 y 137.6 + 11.7

90
ms, respectivamente, valores que no diferfan significativa-
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mente del control. Cambios paralelos ocurrian con 1la
DPASO‘

De modo similar a lo mencionado en las auriculas,
los efectos de 1la somatostatina sobre 1los potenciales
de acciéon ventriculares aparecian a los 1-2 minutos,

se estabilizaban a los 5-10 minutos y desaparecian répida-

mente al lavar las preparaciones con solucidén de Tyrode.

2.5. EFECTOS DE LA SOMATOSTATINA SOBRE EL  PERIODO

REFRACTARIO EFECTIVO Y EL TIEMPO DE RECUPERACION

VENTRICULARES

En los misculos papilares de cobayo hemos
determinado también 1la duracién del PRE y del TR. El
valor control para el primero de estos dos parametros,
en 9 preparaciones era de 151.6 + 10.7 ms (tabla 12).
La somatostatina disminuia este valor hasta 113.6 +
10.6 (P < 0.05) y 110.2 + 12.2 ms (P < 0.05) cuando se

9 8 M. sin

aplicaba a las concentraciones de 10~ ° M y 10~
embargo, una elevacidén ulterior de 1la concentracidn
de este péptido incrementaba 1la duracidén del PRE hasta
valores que no diferian de 1los hallados en situacidn
control (figura 27). El1 efecto de la somatostatina sobre
el TR, que en condiciones control alcanzaba un valor

de 181.1 + 12.8 ms (n = 9), era muy similar al descrito
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Figura 27.- Efecto de la somatostatina sobre la

DPAgg (), el PRE (A) y el TR (&) en fibras
musculares ventriculares de cobayo., Ordenadas:
duracidén de los citados parametros (ms).
Abscisas: concentracién molar de somatostatina.
Cada punto representa la media + E.S.M.
de 9 experimentos. C: control.

*p<L0.05
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con el PRE, es decir, a un descenso inicial estadisticamente
significativo (P< 0.05) con las concentraciones de 10-9 M

7 My 10%m

y 10_8 M seguia una fase de ascenso con 10~
que 1llegaba a alcanzar casi 1los valores previos a la
adicién del polipéptido. La figura 27 muestra el efecto
bifasico que ejerce 1la somatostatina sobre el PRE y
el TR, y cOmo este efecto es paralelo al que tiene 1lugar
sdbre la DPAgo.

La figura 28 muestra 1a ausencia de efecto
de 1la somatostatina sobre 1los cocientes PRE/DPAQO y
PRE/TR, fendmeno que cabria esperar si las modificaciones

en los parametros antes citados, DPA PRE y TR, fuesen

90 °*
realmente paralelas. Por 0ltimo, 1la relacidén existente
entre 1los cambios originados por el polipéptido sobre
la DPA90 y el PRE aparecen en la figura 29. De manera
anidloga a 1lo ya descrito en auriculas, los puntos obtenidos
con las cuatro dosis de somatostatina utilizadas pueden
ajustarse a una recta (y = -4.235 + 1.036x) con un elevado
coeficiente de correlaciéon (r = 0.9660, P &£ 0.05), 1lo
que parece corroborar de nuevo que las modificaciones

ejercidas por la somatostatina sobre el PRE serian

secundarias a las producidas sobre la DPAgO.
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Figura 28.- Efecto de 1la somatostatina sobre el cociente
PRE/DPAgg (A) y sobre el cociente PRE/TR
(B) en fibras musculares ventriculares de
cobayo. Ordenadas: valores de 1los mencionados
cocientes. Abscisas: concentracién molar
de somatostatina. Cada punto representa
la media + E.S.M. de 9 experimentos.
C: control.
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Figura 29.- Efecto de 1la somatostatina sobre la relacidn
entre la DPAg; y el PRE en fibras musculares
ventriculares de cobayo. El1 incremento medio
en el PRE (APRE) en ms se representa en
ordenadas; el incremento medio en 1la DPAggp
(A DPAgq) en ms se representa en abscisas.
Cada punto representa la media de 9
experimentos. Las lineas verticales y
horizontales representan el E.S.M,

) somatostatina, 10-9 M,

) somatostatina, 10-8 M,

) somatostatina, 10-7 M,

) somatostatina, 10-6 M,

>od0
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3. ESTUDIOS DE FLUJOS DE *Sca

45

3.1. CAPTACION DE Ca

Hemos estudiado los efectos de la somatostatina

4SCa en auriculas izquierdas de

sobre 1la captacidén de
cobayo hemiseccionadas. En cada experimento una mitad
de la auricula servia como control y otra como experimental
para estudiar los efectos de 1la somatostatina. Nuestros
experimentos pueden dividirse béasicamente en dos grupos:

45

un primer grupo, en el que estudidbamos la captacidn de Ca

que se producia en condiciones basales (frecuencia de

estimulacién = 60 min—1 , concentracidén extracelular
de calcio, ICa2+ IO = 1.8 mM), y un segundo grupo en
el que determindbamos la captacién de a5 Ca en condiciones

en las que se modificaba 1la frecuencia o bien 1la
ICa‘?+ lo o bien ambos parametros a la vez. En el primer
grupo de experimentos hemos cuantificado la captacidn
de 435 Ca a los 2, 5 y 10 minutos de exposicidén a la solucidn
de Tyrode radlactiva; en el segundo grupo se fijdé como
tiempo de exposicién al 4%a un periodo de 5 minutos
en todos 1los experimentos. Previamente a 1la exposicién
45

de 1las preparaciones al Ca, éstas se equilibraban

durante 30 minutos en solucidn de Tyrode.
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En total hemos estudiado 114 hemiauriculas
controles y otras tantas experimentales. El1 peso medio
(+ E.S.M.) de las hemiauriculas controles era de 19.86 +
1.39 mg y la eficacia del contaje radiactivo para las
mismas alcanzaba la cifra de 57.89 + 0.76%. Estos valores
no presentaban diferencias estadisticamente significativas
(P> 0.05) con los obtenidos en las hemiauriculas sometidas
a la accidon de 1la somatostatina, que pesaban 20.15 +
1.62 mg y cuya eficacia de contaje era de 58.27 + 0.84%.

Los resultados obtenidos en 1las hemiaurioulas
que sirvieron como controles se han resumido en las
tablas 13 y 14, La tabla 13 muestra los valores de captacidn
Y

de 45ca obtenidos en un medio con una lCa2 de 1.8

mM y a una frecuencia de estimulacidn de 60 min"1 . Puede

apreciarse que un incremento en el tiempo de exposicién

aumenta la captacién de a5

Ca de una manera aproximadamente
exponencial, siendo el valor maximo alcanzado en nuestras
preparaciones de 1.635 + 0.079 mmol/kg a los 10 minutos
de exposicidén al 45C.a.. La tabla 14, a su vez, pone de
manifiesto el hecho de que 1la captacidén de 450& puede
ser modificada alterando 1la frecuencia de estimulacidn
y la concentracidén de calcio en el 1liguido nutricio,
La elevacidén y el descenso de la |Ca\2"‘|o conllevan modifica-
cior;‘es paralelas en la captacién de ASCa. Asimismo,
el aumento y la disminucidén de la frecuencia Ge estimulacidn
también eleva y deprime, respectivamente, 1la captacién

45

de Ca en las auriculas de cobayo.
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TABLA 13.— CAPTACION DE  “?°Ca EN HEMIAURICULAS

CONTROLES A LOS TIEMPOS DE EXPOSICION INDICADOS
(FRECUENCIA DE ESTIMULACION = 60 min—1 H

lCa2+lo = 1.8 mM)

Tiempo n Peso Captacion
(min) (mg) (mmol/kg)
2 16 19,62 + 3,27 0.6795 + 0.0375
5 16 20.17 + 2.41 1.2244 + 0.0712
10 16 18.44 + 2.52 1.6355 + 0.0786

n: numero de experimentos.
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TABLA 14.- CAPTACION DE 450a, TRAS S5 MINUTOS DE EXPOSICION,

EN HEMIAURICULAS CONTROLES A LAS FRECUENCIAS DE ESTIMULACION
Y |cé* |, INDICADAS

Frecuencia |032+‘0 n Peso Captacién
(min~1) (mM) (mg) (mmol/kg)
15 0.45 12 19.78 + 2.82 0.1922 + 0.0184
15 1.8 8 21.26 + 3.19 0.8532 + 0.0217
15 5.4 4 19.97 + 1.81 2.1656 + 0.1735
60 0.45 12 19.31 + 2.19 0.2673 + 0.0090
60 1.8 16 20.17 + 2.41 1.2244 + 0.0712
60 5.4 8 23.27 + 1.57 2.4188 1 0.1231
180  0.45 8 21.48 + 3.69 0.3336 + 0.0375
180 1.8 10 17.41 + 2.49 1.5359 + 0.1014
180 5.4 4 19.32 + 3.03 2.7572 + 0.3147

n: numero de experimentos.



-204-

3.2. EFECTO DE LA SOMATOSTATINA SOBRE LA CAPTACION DE 45Ca

6 6

El efecto de la somatostatina (10°° M y 5x10°° M)
sobre la captacidn de 450a tras 2, 5 y 10 minutos de
exposicién se muestra en 1la figura 30. En esta figura
las columnas blancas 1indican 1la captacién obtenida en
el tiempo indicado en ausencia de somatostatina, mientras
que las columnas negras muestran la captacidén en presencia
del ©polipéptido en 1las hemiauriculas correspondientes
a las wutilizadas como control. Todos 1los experimentos
se realizaron en solucién de Tyrode con una |Ca 2+ I0 de
1.8 mM y con una frecuencia de estimulacién de 60 min'l.

Como puede apreciarse, la somatostatina, a
la concentracidn de 10"5 M, apenas modificaba la captaciédn
de 45Ca a los 2 minutos de exposicidén, pero disminuia
significativamente 1la captaciéon a los 5 (P < 0.01) y
a los 10 minutos (P< 0.001). A la mayor dosis utilizada,

5x107°8 M, la somatostatina disminuia 1la captacién de

45Ca\a todos 1los tiempos estudiados; esta disminucién
era significativa tanto a los 2 (P < 0.05) como a los
5 (P<0.001) y 10 minutos (P < 0.001). No se observaban
diferencias significativas (P> 0.05) entre las captaciones
de 1las hemiauriculas wutilizadas como controles en los
experimentos con 107 M y con 5x10°% M de somatostatina para
cada uno de los tiempos considerados.

La figura 31 muestra 1los anteriores datos
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Efecto de la somatostatina sobre la captacién
de 45Ca en auriculas izquierdas incubadas
en solucidén de Tyrode y estimuladas a una

frecuencia de 60 min"1 . Ordenadas: captacidn

de 45ca  (mmol/kg). Abscisas: tiempo de
exposicibén al 450a (minutos). Las columnas
blancas representan la captacidn en las
hemiauriculas controles; las columnas negras
indican 1la captacién en las correspondientes
hemiauriculas experimentales con somatostatina,
1008 M (A) y s5x100® M (B). cada columna

representa la media + E.S.M., de 8 experimentos.

*PL 0.05; **PL0.01; *#+p0.001.
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Frec.: 60 min"l
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Figura 31.- Efecto de la somatostatina sobre la captacién de
45ca  en auriculas 1izquierdas incubadas en
solucidn de Tyrode y estimuladas a una

fresgencia de 60 miml. Ordenadas: captaciodn

de Ca (mmol Ca/kg). Abscisas: tiempo de
exposicién al 45ca (minutos). Cada punto
representa la media + E.S.M. de 16 experimentos

(curva control) o de 8 experimentos (curvas

experimentales).

(®) sin somatostatina,
(A ) somatostatina, 10-6 M,
(A ) somatostatina, 5x10-6 M.

*pL0.05; **PL0.01; ***PL 0.00L.
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de un modo globalizado. La curva de captacidén de 45Ca

en auriculas de cobayo era desplazada hacia abajo por
la somatostatina de una manera dosis dependiente. Este
desplazamiento originaba ademéas, un cambio de forma
de la curva de captacidén que, de ser aproximadamente
exponencial en condiciones normales, pasaba a tener
una forma aplanada por efecto de la somatostatina.
Considerando el tiempo de exposicidén de 5
minutos, que fue utilizado en el resto de nuestros

experimentos, hemos apreciado una reduccidén en la captacidn

de 45Ca por accién de la somatostatina que alcanzaba

un 24.92 + 5.04% a la concentracién de 10 -6 M y un 42,08 +

6

3.76% a la concentracidn de 5x10 M. A los 10 minutos

4s

de exposicidn la captacién de Ca se reducia en aproximada-

mente un 50% (49.96 + 4.27, P < 0.001) por 5x10°° M de

somatostatina, por 1lo que esta concentracidén constituye

45

la dosis eficaz 50 (D } para la captacidén de Ca

Eso
al tiempo mencionado.

3.3. EFECTO DE LAS VARIACIONES DE LA FRECUENCIA SOBRE

LA ACCION DE LA SOMATOSTATINA

Como hemos visto anteriormente (véase apartado

1.7 y figura 17), wun incremento en 1la frecuencia de

estimulacién auricular de 60 a 180 min—1 originaba una
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potenciacidn del efecto inotrépico negativo de la
somatostatina. Por otra parte, un descenso de la frecuencia

de estimulacién a 15 min 1

no sélo no conseguia incrementar
el efecto inotrépico negativo de 1la somatostatina, sino
que mis bilen reducia este efecto. En un grupo de
experimentos hemos determinado la accidén de la somatostatina
sobre la captacion de 450a tras 5 minutos de exposicién
a distintas frecuencias de estimulacidén con objeto de
establecer si modificaciones de 1la misma podrian influir
en la disminucidén de 1la captacidén provocada por la
somatostatina. Los resultados se muestran en las figuras
32A y 32B.

Como puede apreciarse en la figura 32A, cuando
las aurfculas se incubaban en un medio con una con-
centracién de calcio de 1.8 mM, un incremento de 1la
frecuencia de estimulacién originaba un aumento de 1la

captacidén de 4SCa. La somatostatina reducia la captaciédn

de 45Ca de una manera dosis-dependiente a todas las

frecuencias de estimulacidén estudiadas; esta reducciédn

era, sin embargo, mAs marcada a frecuencias altas que

a frecuencias bajas de estimulacién. Asi, a 10"6 M,

45

la somatostatina disminuia 1la captacidén de Ca desde

1.536 + 0.101 hasta 1.126 + 0.117 mmol/kg (26.69 + 3.22%
de inhibicién; P<0.01) cuando se estimulaba a 180 min—l,
pero sdlo reducia 1la captacidn de 45Ca desde 0.853 +
0.022 hasta 0.803 + 0.021 mmol/kg (5.86 + 1.13% de

inhibicién; P > 0.05) en 1los experimentos en que la
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Efecto de 1la somatostatina sobre la captacidn
45
de

de exposicién, a diferentes frecuencias

Ca en auriculas izquierdas tras S minutos

de estimulacién e incubadas en soluciones
de Tyrode que contenian 1.8 mM (A) o 0,45
mM de calcio (B). Ordenadas: captacién de

45ca (mmol /kg). Abscisas: frecuencia de
estimulacidn (latidos/minuto). Cada punto
representa la media + E.S.M. de 4-16
experimentos.

(Q) sin somatostatina,

(A) somatostatina, 10°° M,

(A) somatostatina, 5x107% M.

*P< 0.05; **p<L0.01; ***PL0.001.
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frecuencia de conduccidn era de 15 min'l.

Cuando las preparaciones se mantenian en una
solucidén de Tyrode cuya |[Ca 2+ |o se habia reducido a
0.45 mM (figura 32B) también se observaba que un incremento
en la frecuencia de estimulacidon aumentaba la captacidn

de as Ca por las auriculas, si bien en este caso la magnitud

de la captacidn de 4“:’Ca era mucho menor que cuando las
preparaciones se incubaban en 1.8 mM de calcio. En estas
condiciones 1la somatostatina desplazaba 1a curva que
relaciona la frecuencia de estimulacidén con la captaciébn
de 45Ca hacia abajo de una manera dosis dependiente.
Ello significa que era capaz de reducir 1la captacion
de 450a a todas 1las frecuencias estudiadas; ademas,
y como ya vimos antes, este efecto era mas pronunciado
cuando las preparaciones se estimulaban a frecuencias
altas (180 min—1 ) que cuando se estimulaban a la frecuencia
basal (60 min '1) o a una frecuencia baja (15 min~} ).

También hemos comparado el efecto inhibidor
de 1la captacidén de 450a provocado por 10"6 M de
somatostatina en presencia de una ICa2+ 'o normal (1.8
mM) o baja (0.45 mM) para una frecuencia de estimulacién
de 180 mirn ! . Cuando 1a ICaz+lo era de 1.8 mM el porcentaje

de 1inhibicidén de 1la captacidén de 45

10-6 M era de un 26.69 + 3.22%, mientras que en un medio

Ca provocado por

con 0.45 mM de calcio este porcentaje de inhibicidn
alcanzaba un 40.12 + 5.,18%, siendo la diferencla entre

estos dos valores estadisticamente significativa (P<0.01).
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En conclusibn, este grupo de experimentos
pone de manifiesto que el efecto inhibidor que presenta
la somatostatina sobre 1la captacidn de 45 Ca puede
potenciarse o reducirse elevando o disminuyendo, respectiva-
mente, la frecuencia de estimulacidn. Este hallazgo
se observaba en presencia de una ICa2+ IO tanto normal
como baja; una lCa2+ 'o baja, ademads, parecia potenciar
la accidén de la somatostatina.

3.4. EFECTO DE LAS VARIACIONES DE LA CONCENTRACION

EXTRACELULAR DE CALCIO SOBRE LA ACCION DE LA

SOMATOSTATINA

En otra serie de experimentos hemos estudiado
la influencia que ejerce 1la concentracién extracelular
de calcio (ICa2+ IO ) sobre la accién inhibidora de 1la
captacidén de 4503 ejercida por la somatostatina. Para
ello hemos comparado 1los valores de 1la captacién de
4503 en las hemiauriculas controles a distintas |Ca2*l0
con los obtenidos en presencia de somatostatina. Con
estos datos era posible trazar unas curvas dosis-respuesta
al calcio (figura 33) en 1las que representibamos 1la
45

Ca en funcidén de la ICaZ*I .

captacidn de °

Una elevacidn de la |Ca2+|0 origina un incremento

del flujo de entrada de este catién que en nuestras
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Figura 33.- Efecto de la somatostatina sobre la captacidn de
Ca en auriculas 1izquierdas, tras 5 minutos
de exposicién, a diferentes concentraciones

extracelulares de calcio, manteniéndose
una frecuencia de estimulaciégsconstante de 60
min~'. Ordenadas: captacidn de Ca (mmol Ca/kg)

en escala logaritmica. Abscisas: concentracion
extracelular de calcio (mM) en escala logaritmi-
ca, Cada punto representa la media + E.S.M.
de 4-16 experimentos.

(O) sin somatostatina,
(A) somatostatina, 10~6 M6
(A ) somatostatina, 5x10 ~° M.

**pL0.01; ***p<L0.001.

Lorvn
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preparaciones, tras 5 minutos de exposicién a 450a y

1

a una frecuencia de estimulacién de 60 min = , se traducia

en una aumento de la captacidén desde 0.267 + 0.009 mmol/kg

para una |[Ca 2+I0 = 0.45 mM hasta 2.419 + 0.123 mmol/kg para
una lCaz*lo = 5.4 mM. Como muestra 1la figura 33, la soma-
tostatina era capaz de disminuir la captacidén de 45Ca

de una manera dosis-dependiente cuando 1las preparaciones
se 1incubaban en concentraciones de calcio normales (1.8
mM) o bajas (0.45 mM); esta disminucidén resultaba ser

estadisticamente significativa tanto para 10¢ m (p< 0.01)

6

como para 5x10° M (P < 0.001) de somatostatina. Sin

embargo, la somatostatina no modificaba apenas la captacidn

de 45 Ca cuando el experimento se realizaba en presencia

2+I

de una alta |[Ca o

(5.4 mM). En efecto, en estas
“condiciones la captacién control, que era de 2.419 +
0.123 mmol/kg, descendié a 2.415 + 0.291 mmol/kg (P2>0.05)
y a 2.406 + 0.297 mmol/kg (P>0.05) tras la administracién

6

de 100" My 5x10~° M, respectivamente, de somatostatina.

La expresidén porcentual de este fendmeno por
el que el calcio parece antagonizar el efecto inhibidor
de la somatostatina sobre la captacidn de 450a se representa
en el diagrama de rectangulos de 1la figura 34, Una

concentracidén de 10'6 M de somatostatina era capaz de

deprimir 1la captacidén de dsCa en un 29.74 + 4.26%
(p € 0.01) en presencia de 0.45 mM de calcio, y en un
24.92 + 5.04% (P<€ 0.01) en presencia de 1.8 mM de calcio;

sin embargo, la misma dosis de hormona deprimia sblo
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Figura 34.-

045 1.8 5.4
CONCENTRACION DE Ca (mM)

Efecto de las variaciones de la concentracidn
extracelular de calcio sobre45 la accién
inhibidora de 1la captacidén de Ca ejercida
por la somatostatina en auriculas izquierdas
estimuladas a 60 min -1 y tras un tiempo de
exposicién de 5 minutos. En ordenadas se
representa el porcentaje de captacidén de
45Cca con respecto al control sin somatostatina
(considerado como 100%) . En abscisas se
representan las distintas concentraciones
extracelulares de calcio. Las columnas blancas
corresponden a los experimentos controles.
El efecto de 10-6 M y 5x107® M de somatostatina
se representa, respectivamente, por columnas
rayadas y negras. Cada columna indica la
media + E.S.M. de 4-16 experimentos.

**p<0.01; ***P<L0.001.
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en un 0.25 + 4.10% (P > 0.05) la captacién cuando el
medio de incubacidén contenia 5.4 mM de calcio. Un efecto
anadlogo puede apreciarse con la concentracidén mas alta,
5x10°° M, de somatostatina ensayada.

Finalmente, hemos estudiado el efecto de 1la
somatostatina sobre 1la curva que relaciona la captacidn
de A%a con la ICaZT0 cuando la frecuencia de estimulacidn
se elevaba a 180 m:'m_1 . En estas condiciones (figura
35) 1los resultados son muy similares a los obtenidos
con una frecuencia de estimulacién de 60 min_1 . La
somatostatina, '511(10_6 M, redujo de una manera estadistica-
mente significativa (P < 0.001) 1la captacidn de 45Ca
tanto en presencia de 0.45 mM como de 1.8 mM de calcio.
No modificd, sin embargo, la captacidén cuando la solucidn
de Tyrode contenia una concentracién elevada de calcio.

En resumen, los experimentos realizados en
presencia de distintas concentraciones de calcio en
el liguido nutricio indican que la somatostatina producia

una mayor inhibicidén de 1la captacién de 45Ca cuando

se reducia 1la |Ca 2+ | a 0.45 mM y que practicamente
de jaba de tener efecto en presencia de 5.4 mM de calcio.
Estos resultados han sido comprobados tanto en condiciones
de estimulacidén basales (60 min_1 ) como en preparaciones
en las que se -elevaba 1la frecuencia de estimulacién

a 180 min'l.
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Figura 35.- Efecto qg la somatostatina sobre la captacidn
de a en auriculas izquierdas, tras 5
minutos de exposicién, a diferentes
concentraciones extracelulares de calcio,
manteniéndose una freciuencia de estimulacién

conﬁgante de 180 min™~ . Ordenadas: captacién
de Ca (mmol Ca/kg) en escala 1logaritmica.
Abscisas: concentraciédn extracelular de
calcio (mM) en escala logaritmica. Cada

punto representa la media + E.S.M. de 4-
10 experimentos.

(O) sin somatostatina, 6
(A ) somatostatina, 5x107° M.

*»++p0,001.
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3.5. EFECTO DE LA SOMATOSTATINA SOBRE EL FLUJO DE SALIDA

DE 4508

3.5.1. AURICULAS IZQUIERDAS EN REPOSO

Hemos estudiado el efecto de 1la somatostatina

45

sobre el flujo de salida de Ca en auriculas izquierdas

en reposo. Tras un periodo de incubacidén en 450a de
2 horas de duracién se realizaba el lavado de las
preparaciones mediante la introduccidén de 1las mismas
en diversds tubos que contenian solucidn de Tyrode no
radiactiva. Los 1intervalos de tiempo de permanencia
en estos tubos se controlaban estrechamente, y en algunos
de ellos se habfa afiadido previamente la concentracidn

6 Mo sx107° M). E1 porcentaje

deseada de somatostatina (10~
de 45Ca que quedaba en las preparaciones se calculaba
para cada intervalo de tiempo y se representaba
semilogaritmicamente frente al tiempo de lavado (figura
36).

En unos experimentos iniciales, realizados
en 4 auriculas izquierdas en reposo, el porcentaje de
4503 que quedaba en las preparaciones al cabo de los
60 minutos que duraba el lavado era de un 7.53 + 0.91%.
En estos experimentos (no representados) la somatostatina
(10"6 M) no era capaz de modificar la curva de salida

de 45Ca. En 6 experimentos posteriores encontramos un
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TIEMPO (minutos)

Efecto de 1la igmatostatina sobre el flujo
de salida de Ca en auriculas izquierdas
no eigimu]adas e incubadas durante 2 horas

en Ca. Ordenadas: % de 45Ca restante en
las auriculas en escala logaritmica. Abscisas:
tiempo (min). El panel superior muestra

el efecto de la somatostatina sobre el
ﬁgeficiente de velocidad de salida de

Ca (k. ). Cada punto representa la media
+ E.S.M. de 6 experimentos. Las flechas
indican el intervglo de exposicién a 1la
somatostatina (5x10°° M)
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porcentaje de 45Ca restante en las auriculas a los 60
minutos de un 7.41 + 0.72%. En esta ocasidon, utilizando
5x10°® M de somatostatina en los minutos 20 al 30 del
lavado, tampoco pudimos observar ninguna modificacién
de 1la curva de salida de ASCa ejercida por la somatostatina
(figura 36).

Para evaluar 1la salida de 4SCa, hemos empleado
la aproximacién empirica de REUTER y SEITZ (1968) y
calculado el coeficiente de velocidad de salida de
45Ca desde las células auriculares al medio extracelular
(kcm). El kcm se calculaba como el cociente entre la
pendiente de 1la curva en cada intervalo y el porcentaje
de 4E’Ca restante en el punto medio del intervalo considerado
(HOLLAND y cols., 1978). Ha sido demostrado que la velocidad

de salida de 45

Ca en auriculas de cobayo es funcién
del cuadrado de 1la cantidad de calcio restante en el
tejido (REUTER y SEITZ, 1968) y que esta relacidén da
lugar a una 1linea recta al representar el porcentaje

de 45

Ca restante en 1la auricula frente al coeficiente
de velocidad (HOLLAND y cols., 1978). Esta relacidn
expresa la velocidad de salida como funcidn de la cantidad
de 4%3 restante en el tejido. En nuestros experimentos
hemos encontradd. que esta relacién se ajusta a una
recta (figura 37), siendo el coeficiente de correlacidn
obtenido en el ajuste por el método de minimos cuadrados
de 0.9921 (P < 0.001), es decir, hemos encontrado una

relacién lineal entre el kcm y el porcentaje de 4503
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Figura 37.- Relacién entre el coeficiente de velocidad

de salida de 45Ca (k s min—1 , en ordenadas)
45 cm

y el % de Ca restante en 1las auriculas
(en abscisas) en ausencia () ) y en presencia
(@ ) de 5x10°° M de somatostatina. Datos

tomados de los experimentos representados
en la figura 36.
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restante en las auriculas 1izquierdas no estimuladas

eléctricamente sometidas a la accidén de la somatostatina.

3.5.2. AURICULAS DERECHAS ESPONTANEAS

En otro grupo de experimentos hemos estudiado

la influencia de la somatostatina (5x10'6

45

M) sobre el

flujo de salida de

45Ca que persistia en 6 auriculas derechas

Ca en auriculas derechas esponténeas.
El porcentaje de
al cabo de los 60 minutos de lavado era de un 7.07 +
0.87%. En estas preparaciones 1la somatostatina alteraba
ligeramente la curva de salida de 4§ka produciendo un

incremento en el procentaje de 45

Ca retenido por el
tejido en los minutos en que fue aplicada (figura 38);
e 110 parece indicar que de algin modo la somatostatina
podria impedir la salida de 4SCa desde el interior celular.
Si esto fuera cierto cabria esperar que se encontrara
una elevacibén del kcm inmediatamente después de que
la somatostatina dejara de ejercer su accién. En efecto,
hemos encontrado que durante el intervalo de tiempo
de la accidén de 1la somatostatina (minutos 20 al 30)
el k om oscilaba entre 0.043 + 0.002 y 0.040 + 0.002
min'l, ¥y que este parametro se elevaba hasta 0.059 +
0.002 miﬁ'l en el minuto 35, es decir, 5 minutos después
del periodo de accién de la somatostatina (figura 38).

Como consecuencia de estos hallazgos, la relacidn
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Figura 38.- Efecto de 1la somatostatina sobre el flujo

de salida de 45ca en auriculas derechas
esponténeas tras 2 horas de incubacidén en
45Ca, Ordenadas: % de 45Ca restante en las
auriculas en escala logaritmica. Abscisas:
tiempo (min). El panel superior muestra
el efecto de la somatostatina sobre el

coeficiente de velocidad de salida de
S5ca (k. ). Cada punto representa la media
+ E.S.M. de 6 experimentos. Las flechas

Indican el 1ntergglo de exposicién a 1la
somatostatina (5x10 ° M)
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‘existente entre el porcentaje de 45Ca restante en las
auriculas y el coeficiente de velocidad k cm obtenidg
en los experimentos de auriculas derechas quedaba amplia-
mente distorsionada y el ajuste 1lineal no era posible,.
No podemos afirmar, por tanto, que exista una relacidn
lineal entre los dos parametros mencionados en auriculas

derechas sometidas a la accidn de la somatostatina.
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En la presente Tesis Doctoral hemos estudiado
los efectos de 1la somatostatina (STILAMINR , Serono),
tetradecapéptido ciclico inhibidor de 1la secrecidén de
la hormona del crecimiento, sobre:

a) Las respuestas inotrdpicas y cronotrdpicas
en auriculas aisladas de cobayo.

b) Los potenciales de accién registrados en
fibras musculares auriculares y ventriculares de cobayo.

¢c) Los flujos de 45Ca en auriculas aisladas
de cobayo.

El rango de concentraciones utilizado en nuestro

9 M a s5x10°°

estudio ha sido de 10~ M (1.64 a 8190 ng/ml).
La eleccidon de este intervalo se fundamenté en que,
seglin  nuestros experimentos iniciales, concentraciones

menores a 1079

M eran practicamente inactivas en las
auriculas de cobayo, y, por otro lado, en que la dificultad
para la obtencién' del producto nos impedia rebasar 1la
concentracién de 5x10°° M.

A continuacidén pasamos a discutir los resultados
obtenidos as!{ como 1los razonamientos 1llevados a cabo
para proponer un mecanismo de accidén especifico de 1la

somatostatina en el miocardio de cobayo.
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1. RESPUESTAS INOTROPICAS Y CRONOTROPICAS

Los resultados de esta Tesis muestran que
en las auriculas aisladas de cobayo 1la somatostatina
producia una disminucién dosis-dependiente de la amplitud
de la fuerza contractil similar a la observada previamente
por otros autores (QUIRION y cols., 1979). Este efecto
inotrdpico negativo se acompafiaba de un descenso paralelo
de la velocidad maxima de desarrollo de fuerza contractil
(df/dt max), si bien otros parametros de la contraccién,
como son el tiempo hasta el maximo tensional y el tiempo
total de contraccidén, no experimentaban modificaciones
significativas por accibdn de la somatostatina. La
disminucidén de la amplitud de las respuestas contractiles
alcanzaba en -nuestras preparaciones una magnitud similar
tanto en auriculas izquierdas como en auriculas derechas,
siendo el efecto 1inotrdépico negativo maximo conseguido
con la mAs alta concentracion de somatostatina ensayada
(leo‘6 M) de aproximadamente un 40% de reduccién de
la fuerza contractil en ambas auriculas. Por tanto,
la dosis eficaz 50 (DEgy ) de la somatostatina para este
efecto no ha podido ser calculada ya que, por razones
de disponibilidad del producto, no nos era posible utilizar
concentraciones superiores a 5x10—6 M.

Por otra parte, en las auriculas derechas,



-229-

la somatostatina producia una ligera, aunque significativa,
disminucidén de la frecuencia sinusal. Este efecto cronotré-
pico negativo, que alcanzaba un valor de aproximadamente
un 7.5% a la concentracidén de 5x16ﬁ M de somatostatina,
no fue encontrado por QUIRION y cols. (1979), cuyos
datos indicaban que 1la somatostatina no modificaba 1la
frecuencia de latidos en las auriculas de cobayo. Las
razones para explicar esta discrepancia parecen hallarse
en varios hechos: en primer lugar, en el ~escaso nimero
de experimentos realizados por los citados autores {(Gnica-
mente 7); y, en segundo lugar, en que la maxima concentra-
cién de somatostatina por ellos empleada era de 1()_6
M. Por otra lado, estos autores no determinaron el tiempo

de recuperacidédn del nodo del seno (TRNS). El1 TRNS es

un 1indice mAs sensible de 1la funcidén sinusal que 1la

frecuencia espontinea de latidos, y se ha mostrado util

en el desenmascaramiento de disfunciones sinusales ocultas

(NARULA, 1975). Pues bien, nuestros resultados muestran

que la somatostatina, a las dosis a las que enlentecia

la frecuencia sinusal, era también capaz de prolongar

el TRNS, lo cual pone de manifiesto una accidn depresora

del polipéptido sobre la funcidén sinusal.

En las auriculas de cobayo una disminucién
de la frecuencia de 1las contracciones puede dar lugar
a modificaciones en la amplitud de las mismas (fendémeno
de 1la escalera, KOCH-WESER y BLIQKS, 1963). Por tanto,

dado que la depresién de la frecuencia sinusal producida
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por la somatostatina era muy ligera, no es lbgico esperar
que el efecto inotfépico negativo de 1la somatostatina
esté influenciado por una reduccidn paralela de la
frecuencia de latidos. Esto explicaria por qué el efecto
inotrbépico negativo era similar en aﬁriculas derechas
esponténeas y en auriculas izquierdas estimuladas
eléctricamente.

El manitol, monosacArido utilizado como excipiente
en el preparado de somatostatina utilizado en esta Tesis,
se mostraba inactivo per se en nuestras preparaciones,
tanto en lo que se refiere a modificaciones en la frecuencia
como en 1la amplitud de 1las contracciones, por 1o que
concluimos que todos los resultados experimentales obtenidos
deben atribuirse exclusivamente a la somatostatina.

Otro de los hallazgos que debe ser resefiado
como significativo es el efecto que las variaciones
de 1la frecuencia de estimulacién producian sobre las
diversas acciones de la somatostatina. En fibras auriculares
de cobayo un incremento progresivo de 1la frecuencia
de estimulacidén desde 15 hasta 180 latidos por minuto
producia una .respuesta contractil bifésica, disminuyendo
la contractilidad al incrementar la frecuencia desde
15 a 60 min -1 , mientras que a frecuencias superiores
la contractilidad aumentaba progresivamente (KOCH-WESER
y BLINKS, 1963). En nuestros experimentos hemos comprobado
que el efecto inotrdépico negativo de 1la somatostatina
era mas marcado cuando las auriculas se conducian a

-1 .
frecuencias superiores a 60 min . Como consecuencia
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la somatostatina producia un desplazamiento dosis-
dependiente hacia abajo de 1la curva que relaciona 1la
fuerza contractil con la frecuencia de estimulacién
y, ademas, originaba una inversidén de la rama ascendente
derecha de 1la citada curva. Resultados similares se
han descrito con diversos antagonistas del calcio (McCANS
y cols., 1974; BAYER y cols., 1975; McDONALD y cols.,
1980; PELZER y cols., 1982; TUNG y MORAD, 1983; TEJERINA
y cols., 1984). Este fenbémeno frecuencia-dependiente
podria reflejar un retraso en la reactivacién de los
canales lentos. La dependencia de 1la frecuencia y el
retraso en el tiempo de reactivacidén del canal han sido
explicados por un bloqueo wutilizacidén-dependiente de
los canales lentos (McDONALD y cols., 1980). Es decir,
un agente bloqueante de 1los canales lentos seria tanto
mas eficaz cuanto mas frecuente sea la activacidén (utiliza-
cién) de los canales, por ello, la somatostatina apenas
es capaz de afectar 1la 1ISi a bajas frecuencias de
estimulacidn, pero provoca una marcada depresion de
la misma a frecuencias altas (TEJERINA y cols., 1984).

La somatostatina, segin nuestros resultados,
parece comportarse de una manera parecida a algunos
antagonistas del calcio (por ejemplo, el verapamil).
Muy en concordancia con estos hallazgos, hemos comprobado
también que la disminucidén de la captacidn de 45 Ca que
origina 1la somatostatina en las auriculas de cobayo

(véase mas adelante) puede potenciarse incrementando
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la frecuencia de estimulacién de 1las mismas, Por el
contrario, una disminucién de la frecuencia y, por tanto,
una menor utilizacidén de 1los canales lentos disminuye,
y en algunas ocasiones llega a abolir, el efecto de
la hormona.

A la vista de 1los anteriores resultados nos
hemos preguntado cudl podria ser el mecanismo de accién
de 1la somatostatina en el miocardio aislado de cobayo
que explicase sus acciones cronotrdpica e inotrépica
negativas. Dado que 1la somatostatina es un compuesto
de naturaleza peptidica con un peso molecular relativamente
elevado (1638) que 1limita su penetracién a través del
sarcolema, parece razonable pensar que su principal
lugar de accidn fuera la superficie externa de la membrana
celular. E1 répido comienzo de su accidén inotrépica
negativa, asi como la rapida desaparicidon de este efecto
tras el lavado de las preparaciones parecen apoyar
esta hipdtesis. Mas altn, QUIRION y cols. (1979) demostraron
que una mezcla de bloqueantes de receptores especificos
cardiacos no modificaba el efecto inotrdépico negativo
de la somatostatina, 1o que sugeria indirectamente
la posible existencia de receptores especificos para
somatostatina en el sarcolema de las fibras auriculares
de cobayo (véase apartado 9.1 de 1la Introduccidén). Esta
posibilidad no es remota ya que otros autores han
identificado reéeptores que fijan somatostatina en diversos

tejidos, tales como 1la hipb6fisis de rata (AGUILERA y
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PARKER, 1982; SRIKANT y PATEL, 1982), células tumorales
de hipéfisis de rata (SCHONBRUNN y TASHJIAN, 1978; REUBI
y cols., 1982), membranas celulares de hipdfisis bovinas
(LEITNER y <cols., 1979) y sinaptosomas cerebrales de
rata (SRIKANT y PATEL, 1981b).

Algunos de nuestros datos experimentales parecen,
ademéas, descartar la posibilidad de que la somatostatina
pudiera ejercer parte de sus efectos cardiacos a través
de un mecanismo de accidén intracelular. En efecto, hemos
encontrado que la somatostatina, a las mismas concentra-
ciones a las que disminuye 1la fuerza contractil, no
es capaz de modificar 1los valores absolutoes de 1la
potenciacidén post-extrasistdlica. El mecanismo intimo
de esta potenciacidén ha sido explicado a través de wun
aumento de 1la concentracién de calcio en los depbsitos
intracelulares debido a un incremento del flujo de entrada
de calcio inducido por el segundo potencial de accién
(EDMONDS y  cols., 1972). Asumiendo que esta teoria sea
correcta, podria esperarse que la somatostatina no
modificase en absoluto la magnitud total de la potenciacidn
post-extrasistolica si el polipéptido fuese incapaz
de ejercer algin efecto sobre la movilizacién del calcio
almacenado en el reticulo sarcoplésmico. En nuestros
experimentos la somatostatina no modificaba la potenciacidn
post-extrasistdélica en valores absolutos, por tanto,
el incremento porcentual que experimentaba esta potenciacidn

por accién del polipéptido se explicaria simplemente



-234-

por la accidén 1inotrépica negativa que desarrolla esta
hormona como consecuencia de su capacidad para bloquear
el flujo de entrada de calcio (véase mas adelante).

Por otro 1lado, 1la somatostatina no modificaba
en nuestras preparaciones la cinética de movilizacién
del calcio desde sus depdsitos intracelulares, segin
muestran los resultados obtenidos en las curvas que
relacionan el intervalo de reposo con la amplitud
contractil. La somatostatina reducia la fuerza contractil
desarrollada a todos los intervalos de reposo estudiados,
si bien este efecto era mas pronunciado a intervalos
de reposo cortos y no alcanzaba diferencias significativas
a intervalos mayores a ninguna de 1las concentraciones
empleadas. La amplitud de la contraccidén de prueba inducida
tras el intervalo de reposo parece estar determinada
por el calcio almacenado en el reticulo sarcoplasmico
al comienzo del citado intervalo (BAYER y cols., 1975;
BASS, 1976; BARRIGON y cols., 1982; DIEZ y cols., 1984).
Por tanto, la incapacidad de la somatostatina para modificar
significativamente estas curvas, Jjunto con 1la ausencia
de modificaciones en 1las constantes de tiempo de 1las
mismas, nos permiten afirmar que el efecto 1inotrdpico
negativo del polipéptido no se debia a una disminucién
de la movilizacién de calcio desde los depbésitos intra-
celulares que almacenan este catidn.

Resumiendo este punto podemos concluir que

la accidén de la somatostatina en el miocardio aislado
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de cobayo posiblemeﬁte depende de wuna interaccién de
esta hormona con un receptor especifico situado en 1la
superficie externa del sarcolema. A pesar de que algunos
autores han demostrado, en otros tejidos, receptores
intracelulares para somatostatina (REYL y LEWIN, 1982),
o internalizacién del péptido tras su interaccién con
receptores de membrana (ESTEVE y cols., 1982), ninguno
de nuestros datos experimentales nos permite afirmar
que la somatostatina desempefie algin tipo de accidn
intracelular en las auriculas aisladas de cobayo.

La accidén inotrdépica negativa de la somatostatina
en nyestras preparaciones era influenciada de manera
importante por las concentraciones extracelulares de

calcio (lCa2+ | o) y sodio (|Na +I0 ). Efectivamente, el

2* | gesde 1.8 mM hasta 5.4 & 7.0 mM

incremento de la |Ca
reducia claramente el efecto inotrépico negativo de
la somatostatina, mientras que en presencia de una
]Ca2+l de 0.9 mM 1la somatostatina seguia siendo capaz
de disminuir significativamente la fuerza contractil
auricular. Es decir, el calcio era capaz de antagonizar
la accid6n inotrdpica negativa de la somatostatina. Por
otra parte, la incubacién de las preparaciones con solucidn
de Tyrode cuya INa+L se habia reducido en un 30% disminuia
significativamente el efecto inotrépico negativo de
la somatostatina. Dado que el incremento en la

|Ca2+l y la reduccion en la |Na‘t % son dos situaciones

o

en las que el flujo de entrada de calcio a las células
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auriculares se encuentra aumentado (NIEDERGERKE, 1963;
LANGER, 1973) estos resultados sugieren que 1los efectos
cronotropico e inotrbépico negativos que presenta 1la
somatostatina podrian ser debidos, al menos en parte,
a una disminucidén del flujo de entrada de calcio en
las fibras auriculares. A una conclusidén similar conduce
el hallazgo de que el efecto inotrbépico negativo que
presenta la somatostatina en auriculas derechas e izquierdas
1

podia revertirse al incrementar la {Ca 2 desde 1.8

mM hasta 3.6 mM, o al adicionar al bafio isoproterenol
(10—6 M), un farmaco que incrementa el flujo de entrada
de calcio a través de los canales lentos de la membrana
de las fibras auriculares (REUTER, 1974; REUTER y SCHOLZ,
1977).

La somatostatina, a concentraciones capaces
de disminuir significativamente 1la fuerza contractil,
no alteraba en nuestros experimentos las maximas respuestas
cronotropicas e inotropicas inducidas por el isoproterenol,
lo que confirma (QUIRION y cols., 1979) que el polipéptido
carece de propiedades bloqueantes de receptores beta-1
adrenérgicos cardiacos y que su accidn inotrdpica negativa
no es consecuencia del bloqueo de una adenil-ciclasa
activada por catecolaminas.

Un antagonismo entre <calcio y somatostatina
similar al anteriormente descrito ha podido ser demostrado
también en 1islotes pancreadticos (CURRY y BENNET, 1974;

TAMINATO y cols., 1975; FUJIMOTO y ENSINCK, 1976), células
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antrales gastricas (BOLMAN y c¢ols., 1978) y en células
somatotrépicas purificadas (KRAICER y SPENCE, 1981).
QUIRION y cols. (1979) también publicaron unos resultados
similares a los huestros en auriculas de cobayo. Tomados
en conjunto, todos estos datos indican que la somatostatina
podria interferir con el transporte de calcio al interior
celular en diversos tipos tisulares. Esta afirmacidn
se ha visto confirmada por el hecho de que el efecto
antisecretor de la somatostatina podia ser revertido

+
|

, © por el ionéforo A23187,

por un aumento en la ICa2
compuesto que incrementa 1la permeabilidad al <calcio
en las membranas celulares (FUJIMOTO y ENSINCK, 1976;
KRAICER y SPENCE, 1981). Mas aun, el incremento en el
flujo de entrada de calcio originado por altas
concentraciones de potasio y por el propio ionéforo
A23187 puede ser disminuido por la somatostatina (BICKNELL
y SCHOFIELD, 1976; SCHOFIELD y BICKNELL, 1978; KRAICER

y SPENCE, 1981).
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2. POTENCIALES DE ACCION RAPIDOS Y LENTOS CARDIACOS

2.1. POTENCIALES RAPIDOS

Con el fin de caracteriiar los efectos electro-
fisioldégicos de la somatostatina hemos estudiado sus
efectos sobre los potenciales de accidén rapidos de fibras
musculares auriculares y ventriculares perfundidas con
solucién de Tyrode. En ambos tipos de fibras 1la fase
0 de rapida despolarizacidén es debida a 1la activacién
de una corriente rapida de entrada de sodio, INa (DECK
y TRAUTWEIN, 1964; DUDEL y cols., 1967; BEELER y REUTER,
1970; TRAUTWEIN, 1973; NOBLE, 1979; CARMELIET y VEREECKE,
1979). La conductancia al sodio (gNa) es, por tanto,
responsable de la amplitud y velocidad maxima de
despolarizacién (V max) de dichos potenciales de accién
(WEIDMANN, 1955). En nuestros experimentos la somatostatina
no era capaz, a ninguna de las concentraciones ensayadas,
de modificar ni la amplitud ni la V max de los potenciales
de accidn registrados en fibras auriculares'y ventriculares,
lo que sugiere que la somatostatina no produce ningin
efecto depresor sobre 1la activacién de la INa en las
células cardiacas.

La repolarizacidn de las fibras musculares
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de cobayo ha sido atribuida al juego de dos corrientes
de signo opuesto: la activacién de 1la corriente lenta
de entrada de calcio o ISi (REUTER, 1967; BEELER y REUTER,
1970; GIEBISCH y WEIDMANN, 1971; TRAUTWEIN, 1973; NOBLE,
1979; ZIPES y cols., 1982) y la activacién de una corriente

de salida de potasio o IX (NOBLE y TSIEN, 1968; NOBLE,

1
1979). La activacién de 1la ISi parece ser responsable
de la fase 2 o "plateau" del potencial de accién de
las células musculares, siendo la inactivacidén de 1la
ISi Jjunto con 1la activacién de 1la IX1 los mecanismos
iénicos responsables de la fase 3 de réapida repolarizacidn
final (GIEBISCH y WEIDMANN, 1971; CARMELIET y VEREECKE,
1979).

Nuestros resultados demuestran que en fibras
musculares auriculares la somatostatina producia un
acortamiento dosis-dependiente de la duracidén del potencial
de accién medido al 50% de repolarizacidn (DPA50 ), lo
gque sugiere que este polipéptido podria inhibir 1la
activacién de 1la ISi. Ello conduciria a una disminucidn
de la amplitud y duraciéon de 1la fase 2 del potencial
de accidén que explicaria nuestros hallazgos. Sin embargo,
y aunque en fibras musculares no estad tan bien demostrado
como en las fibras de Purkinje, se ha demostrado que
la entrada de calcio a través de 1los canales 1lentos
es capaz de activar la conductancia al potasio (gkK),

responsable de la fase 3 del potencial de accién (ISENBERG,

1977a, 1977b, 1977c¢). Ello implicaria que la somatostatina
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al inhibir 1la ISi deberia reducir la gK y, por tanto,
prolongar la fase final de la repolarizacién, por 1lo
que la duracién del potencial de accidén al 90% de

repolarizacién (DPA ) no deberia modificarse o incluso

90
deberia prolongarse con respecto a los valores controles.
Sin embargo, en nuestros experimentos la somatostatina
producia un acortamiento de 1la Dl-;’A90 de las fibras
auriculares, lo que sugeriria que esta hormona podria
incrementar 1la gK contrarrestando el efecto que 1la
inhibicién de 1la 1Si ejerce sobre 1la IX 1" De hecho,
PACE y TARVIN (1981) han podido demostrar que, en células
B pancreaticas, la somatostatina incrementa la permeabilidad
al potasio y aumenta 1la salida de 86Rb, radioisdtopo
utilizado como indicador de 1los movimientos de potasio.

En 1las fibras ventriculares 1la somatostatina

ejerce un efecto bifasico sobre la DPA y la DPA

50 90
a concentraciones menores o iguales a 10_B M acorta
la duracidén del potencial de accién de forma similar
a lo observado en 1las fibras auriculares, sin embargo,
a concentraciones superiores la somatostatina prolonga
tanto la DPA 50 como la DPAQO , alcanzandose a la concentra-
cién de 107° M valores similares a los hallados en
condiciones control. Es dificil explicar esta conducta
bifasica de la somatostatina sobre la duracidn del potencial
de accién de 1las fibras ventriculares. No obstante,
es bien conocido que 1las caracteristicas de 1la le son
diferentes en ambos tejidos y que existen farmacos,
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como por ejemplo la lidocaina (KABELA, 1973) o la adenosina
(BELHASSEN y PELLEG, 1984) que ejercen efectos opuestos
en fibras musculares auriculares y ventriculares., Mas
ain, 1la adenosina (BELHASSEN ¥y PELLEG, 1984) no parece
inhibir 1la ISi en las fibras musculares ventriculares
Yy, sin embargo, es capaz de inhibir claramente esta
corriente en 1las fibras musculares auriculares. Seria
pues posible que en las fibras musculares ventriculares
a dosis bajas 1la somatostatina inhibiese 1la 1ISi e
incrementase 11la IX 1 mientras que a dosis altas 1la
inhibicidén de 1la ISi redujese 1la le’ siendo este ultimo
efecto el predominante, con lo que apareceria una progresiva
prolongacidén de la DPASO y de la DPAgo.

Finalmente, en fibras musculares auriculares

la somatostatina no sbélo acortaba la DPA sino que

90 '’
también producia un acortamiento paralelo del periodo
refractario efectivo (PRE) y del tiempo de recuperacién
(TR) auriculares. Por otro lado, en las fibras
ventriculares, la somatostatina daba lugar a una respuesta
bifasica del PRE y del TR similar a 1la observada en
la DPA90 . Sin embargo, las modificaciones originadas
sobre el PRE y el TR parecen explicarse exclusivamente
por las modificaciones que la somatostatina ejerce sobre

la DPA y esto parece ser cierto tanto en las fibras

90’
auriculares c¢omo en las ventriculares. En efecto, en
ambos tipos de fibras hemos comprobado una correlacién

lineal significativa entre 1los cambios producidos por
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la somatostatina sobre la DPA 90 Y el PRE, y que la recta
de regresién no difiere sensiblemente de 1la 1linea de
identidad. Méas aln, como Iindice de este paralelismo

hemos observado que los cocientes PRE/DPA y PRE/TR

90
no se modificaban significativamente a ninguna de las
concentraciones de somatostatina estudiadas, tanto en
fibras auriculares como en fibras ventriculares.

Dado que el PRE y el TR son dos parametros
que permiten evaluar la reactivacidén de 1la INa (SEKIYA
y VAUGHAN WILLIAMS, 1963; GETTES y REUTER, 1974; TAMARGO
y cols., 1979) nuestros resultados parecen concluir
gue la somatostatina no modifica ni 1la activacidén ni

la reactivacidén de la INa tanto en las fibras musculares

auriculares como ventriculares de cobayo.

2.2. POTENCIALES LENTOS

Otro de 1los resultados que apoyan la hipdtesis
de 1la accidén inhibidora del flujo de entrada de calcio
por parte de 1la somatostatina son 1los referentes a los
efectos de esta hormona sobre 1las 1llamadas respuestas
cardiacas lentas, Como ya se ha mencionado, las respuestas
lentas se obtienen en fibras musculares auriculares
o ventriculares en las que el potencial de membrana
se ha despolarizado por encima del potencial umbral

de activacidén de la INa (-55 mV); es decir, en estas
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fibras la INa esti completamente inactivada (DUDEL vy
RUDEL, 1970). Esta despolarizacién parcial de las fibras
cardiacas puede inducirse incrementando la concentracién
extracelular de potasio (Jk* Io) por encima de 22 mM
(WEIDMANN, 1955; REUTER, 1973). En presencia .de esta
elevada |K' |0 las fibras se hacen inexcitables. La
excitabilidad cardiaca puede ser restaurada por agentes
gue incrementan 1la conductancia al calcio a través de
los canales lentos, tales como las catecolaminas
(isoproterenol) o los inhibidores de fosfodiesterasa
(cafeina) (REUTER, 1967; PAPPANO, 1970; REUTER y SCHOLTZ,
1977). El verapamil y otros antagonistas del calcio,
asi como 1la hiperpolarizacién de 1la membrana cardiaca
son capaces de inhibir estas respuestas (GILMOUR y ZIPES,
1983). Las caracteristicas de 1los potenciales de accidn
responsables de 1las respuestas lentas son muy similares
a las existentes normalmente en los potenciales de accidn
de los nodos sinusal y auriculo-ventricular (AV) (CARMELIET
y VEREECKE, 1979); su fase O es debida a la activacidn
de la ISi, por lo que la amplitud y la V médx del potencial
de accidén son pequefios, lo que explica la lenta velocidad
de conduccidn de estas respuestas (CRANEFIELD, 1975).
La repolarizacién de estos potenciales se debe, por
una parte, a la inactivacién de 1la 1ISi y, por otra,
a la activacién de 1la corriente de salida de potasio
le'

En consecuencia, el registro de 1los potenciales
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de accién lentos inducidos en auriculas parcialmente
despolarizadas nos pérmitia estudiar el flujo de entrada
de calcio a través de los canales lentos (restauracioén
de la excitabilidad) y, por lo tanto, estudiar los efectos
de la somatostatina sobre la ISi sin necesidad de recurrir a
técnicas de clamp de voltaje (TRITTHART y cols., 1973).
La somatostatina producia en nuestras preparaciones
una disminucién dosis-dependiente de las contracciones
lentas inducidas por isoproterenol en auriculas
despolarizadas por potasio. Ademas, el polipéptido deprimia
también de modo dosis-dependiente la amplitud y la V
max de 1los potenciales de accidén lentos inducidos por
el isoproterenol o por la cafeina en fibras auriculares des-
polarizadas. Ambas acciones tenian 1lugar en el mismo
rango de concentraciones de somatostatina capaces de
producir efectos cronotrdpicos e inotrdpicos negativos
en auriculas incubadas en solucién de Tyrode normal.
Por 1lo tano, 1la accién inhibidora de 1la somatostatina
sobre 1las respuestas lentas sugiere claramente que su
efecto inotrépico negativo se deberia, al menos en parte,
a una inhibicidén del flujo de entrada de calcio a través
de los canales lentos.

Por otra parte, la somatostatina también originaba
una reduccidn dosis-dependiente tanto de 1la DPA50 como
de 1la DPA 90 de las respuestas lentas auriculares. Ello
sugiere que parte de 1los efectos de 1la somatostatina

podrian ser explicados por un incremento en la gK gue
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seria responsable de esta aceleracidon de la repolarizacidn
Yy, en consecuencia, del acortamiento de 1la duracién
de los potenciales 1lentos. Una consideracidén similar
se menciondé anteriormente a propdésito de los potenciales

rapidos.
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45

3. FLUJOS DE Ca

En ultimo término, para confirmar nuestra
hipbtesis de que el mecanismo responsable de la accidn
inotrdépica negativa de la somatostatina era consecuencia
de su capacidad para inhibir el flujo de entrada de
calcio, hemos 1llevado a cabo una serie de experimentos
encaminados a determinar los efectos de esta hormona
sobre los flujos de 45Ca en auriculas aisladas de cobayo.
Es un hecho conocido que 1la incubacidén de 1las auriculas

45

de cobayo en un liquido nutricio que contenga Ca origina

una captacidén de este radioisbétopo, y que esta captacidn

puede incrementarse al aumentar la frecuencia de

2+
|

estimulacidén o tras la elevacidén de la |Ca (GROSSMAN

y FURCHGOTT, 1964a, 1964b). También ha podido demostrarse
que algunos compuestos capaces de producir un efecto
inotrépico positivo por incrementar el flujo de entrada

de calcio en las fibras cardiacas son capaces de producir

un aumento de la captacidén de 45Ca (HOLLAND y cols.,

1978; BARRIGON y cols., 1982). Nuestros resultados muestran

que la somatostatina producia una reduccidn dosis-

dependiente de 1la captacidén de 45Ca. Esta reduccidn

se ponia de manifiesto a los 5 y 10 minutos de incubacidn

con 450a con 10_6 M de somatostatina, y a los 2, 5 y

6

10 minutos con 5x10 ~ M de somatostatina. Ello parece
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pues confirmar que una disminucidén en el flujo de entrada
de calcio seria responsable de 1la accidén inotrépica
negativa de esta hormona. Resultados similares han sido

descritos por OLIVER (1976), quien demostrd que 1la

45

somatostatina inhibia 1la captacidén de Ca estimulada

por 16.7 mM de glucosa en islotes pancreaticos aislados

de rata incubados en un medio con baja ICa2+IO.

Nosotros, ademis, hemos podido comprobar que
el efecto de 1la somatostatina sobre 1la captacidén de
45Ca en auriculas de cobayo podia potenciarse mediante

2 2+
una reduccién de la |[Ca Io. En efecto, en presencia

2+l

de una ICa °

de 0.45 mM la somatostatina producia

una mayor inhibicidén de la captacidén de 45

Ca que cuando
las preparaciones se incubaban con 1.8 mM de calcio.
Por el contrario, la elevacién de la |Ca 2+|o hasta 5.4
mM anulaba practicamente todo efecto de la somatostatina

sobre la captacidén de 45

Ca. Por lo tanto, la dependencia
de 1la iCa;"+ |° que muestra el efecto de la somatostatina
sobre 1la captacién de 4503 resulta muy similar a 1la
que ya se comentd previamente con respecto a la accién
inotrbépica negativa del polipéptido.

Igualmente, hemos podido demostrar que asi
como el efecto inotrdépico negativo de 1a somatostatina
1

era mas marcado a frecuencias rapidas (180 min~ que

a frecuencias lentas (15 min _1), la somatostatina también
producia una inhibicién de 1la captacién de 45Ca que

era mas marcada a altas frecuencias que a bajas frecuencias
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de estimulacidn.

Por otra parte, nuestros experimentos de flujo
de salida de 4503 en auriculas izquierdas en reposo,
demuestran que la somatostatina carecia de efectos sobre
la curva de lavado de 4SCa tras 2 horas de incubacidn
en solucién de Tyrode radiactiva. La somatostatina carecia
también de efectos significativos sobre el coeficiente
de velocidad de salida de 45 Ca (k cm ) y no modificaba

45

la relacidén existente entre el kC y el Ca restante

m
en la auricula. Estos datos tomados en conjunto sugieren
que la somatostatina no ejerce ningin efecto sobre el
flujo de salida de 4SCa en auriculas en reposo.

Sin embargo, la somatostatina (5)(10-6 M) producia

a5

una ligera disminucidén de la salida de Ca en auriculas

derechas esponténeas que se manifestaba por un discreto

45Ca restante en la auricula en presencia

auhento en el
de somatostatina, y por una brusca elevacién del kCm
S5 minutos después de 1la retirada de 1la hormona. La
interpretacién de las diferencias encontradas entre
las auriculas derechas e izquierdas podria atribuirse
quizés al hecho de que los movimientos de calcio a través
del sarcolema se encuentran muy atenuados en el miocardio
en reposo (LANGER, 1973; KATZ, 1983); en cualquier caso
el significado que pueda tener el 1leve descenso de la
salida de 45Ca en auriculas derechas sometidas a 1la

accién de 1la somatostatina permanece poco claro. Seria

posible, quizéas, que la somatostatina, a altas
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concentraciones fuese capaz de Dbloquear de un modo
inespecifico no sblo la entrada de calcio, sino también

la salida de este ié6n y tal vez de otros iones,




-250-

4. REPERCUSIONES CLINICAS

Antes de finalizar esta discusidén es conveniente
enunciar algunas consideraciones sobre 1la importancia
clinica que puedan revestir 1los resultados presentados
en esta Tesis. En primer lugar, hay que hacer notar
que el intervalo de concentraciones de somatostatina
utilizado en nuestros experimentos, comprendido entre

1079 M y 5x10”°

M (1.64 a 8190 ng/ml), rebasa con mucho los
niveles plasmaticos de esta hormona existentes en 1los
sujetos normales, que oscilan entre 50 y 70 pg/ml segin
unos autores (KRONHEIM y cols., 1978; WRIGHT y cols.,
1980; MACKES y cols., 1981), o entre 100 y 675 pg/ml
segin otros (LARSSON y cols., 1977; GALMICHE y cols.,
1978; PIPELEERS y cols., 1979) (tabla 2). Sin embargo,
tal como se muestra en la tabla 3, muchos de los valores
de concentracidn plasmatica de somatostatina en pacientes
con somatostatinoma estadn comprendidos en el intervalo
de concentraciones wutilizado por nosotros. Los pacientes
portadores de este tipo de tumor poseen, en promedio,
unos niveles plasmiaticos de somatostatina que oscilan
entre 1000 y 30000 pg/ml (GALMICHE y cols., 1978; KREJS
y cols., 1979; PIPELEERS y cols., 1979; PENMAN y cols.,
1980a; PATEL y cols., 1983). Mas aGn, 1la produccidn

de somatostatina por tumores de naturaleza no endocrina
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(secrecidén ectdpica) da lugar también a niveles plasmaticos
muy elevados de esta hormona, situados entre 38 y 403
ng/ml (PENMAN y cols., 1980b). En estos dos 0Gltimos
grupos de pacientes podria ser posible observar algunos
de los efectos cardiodepresores de la somatostatina
descritos en esta Tesis.

Otro aspecto interesante que merece ser tenido
en cuenta es el hecho de que la somatostatina ha sido
utilizada en un gran namero de procesos gastrointestinales
severos, como hemorragias digestivas (KAYASSEH y cols.,
1980; RENE y cols., 1980; MIKHAILIDIS y cols., 1981)
y pancreatitis agudas (USADEL y cols., 1980; SZABO y
USADEL, 1982), que requieren la administracidén de grandes
dosis de la hormona por via intravenosa. Parece razonable
pensar que una dosis de 250 ME de somatostatina inyectada
en forma de bolo intravenoso, seguida de 1la infusidn
de 250 pg/hora, tal como recomiendan algunos autores
(RENE y cols., 1980) para el tratamiento de los procesos
gastrointestinales mencionados, origine en las estructuras
cardiacas concentraciones de hormona suficientes como
para provocar algunos de los efectos descritos por nosotros
en el miocardio aislado de cobayo.

Las repercusiones clinicas que la somatastatina
podria originar en 1los grupos de pacientes mencionados
pueden deducirse de sus efectos sobre 1las propiedades
electromecanicas de 1las células cardiacas. Dado que

la somatostatina no altera ni la amplitud ni la V max

-
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de 1los potenciales de accidn auriculares y ventriculares
parece improbable que modifique 1la excitabilidad y 1la
velocidad de conduccién en las fibras de trabajo de
auriculas y ventriculos del corazén humano, factores
que dependen fundamentalmente de 1la activacién de 1la
INa. Sin embarge, en las células de 1los nodos sinusal
y AV, en las que 1la INa esta parcialmente inactivada,
y en las que la fase O del potencial de accidén depende
fundamentalmente de 1la activacién de 1la 1Si (CARMELIET
y VEREECKE, 1979), es posible que se observen algunos
efectos de 1la somatostatina. Por tanto, los efectos
inhibidores de esta hormona sobre 1la 1ISi podrian dar
lugar a bradicardia sinusal y a un cierto grado de retraso
en la conduccién AV. En efecto, LUNDBAEK (1978) sefialaba,
entre los efectos indeseables de la administracidén crdnica
de somatostatina, 1la produccién de una disminucién de
la frecuencia cardiaca. GRECO y cols. (1984) refieren
también una disminucién de 1la frecuencia de latidos
en un grupo de pacientes con psoriasis tratados con
somatostatina.

Por otra parte, el enlentecimiento de la
conduccién AV originado por la somatostatina podria
llegar a interrumpir una taquicardia por reentrada que
utilizase el nodo AV como parte de su circuito. De hecho,
ha podido demostrarse recientemente (GRECO y «cols.,
1984) que en cinco de seis pacientes con taquicardia

supraventricular paroxistica o taquicardia de 1la uniédn
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la administracidén intravenosa de 175-200 re de somatostatina
conseguia en pocos minutos restablecer el ritmo sinusal.
Este efecto era precedido por una disociacién AV variable
y transitoria, 1lo <cual sugeria que el efecto de 1la
somatostatina sobre la taquicardia supraventricular
se debia muy probablemente a una accién depresora sobre
el nodo AV, tal vez relacionada con una inhibicidén del
flujo de entrada de calcio a través de los canales lentos.

La demostracién por parte de ROSENTHAL y cols,
(1978a, 1978b) de que la infusidén intravenosa de
somatostatina en pacientes hipertensos originaba un
descenso del volumen minuto cardiaco y del volumen por
latido es otro argumento a favor de que esta hormona
ejerze una accidén depresora en el corazén humano.

El efecto hipotensor de 1la somatostatina que
han descrito algunos autores (MOULOPOULOS y cols., 1978)
también podria explicarse por una inhibicidén del flujo
de entrada de calcio en el musculo liso vascular, similar
al que se produce en el miocardio, sin embargo, este
aspecto farmacodiné&mico no ha sido estudiado aOn en
profundidad.

Por todo 1o hasta aqui referido, pensamos
que los posibles efectos cardiodepresores de la
somatostatina en el hombre deberian ser tenidos en cuenta
cuando esta hormona o sus andlogos se wutilizasen como
agentes terapéuticos en el tratamiento de diversos procesos

patolébgicos.
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1. En la presente Tesis Doctoral hemos estudiado
los efectos de 1la somatostatina sintética (STILAMINR,

Serono; 1072 M a s5x107°

M) sobre:

a) Las propiedades inotrdpicas y crono-
trépicas de las auriculas aisladas de cobayo.

b) Los potenciales de accidn registrados
en auriculas y mGsculos papilares aislados de cobayo.

c) Los flujos de 45Ca en auriculas aisladas

de cobayo.

2. La somatostatina producia una disminucién
dosis-dependiente de 1la amplitud de 1las contracciones
y de la frecuencia sinusal en auriculas derechas esponta-
neas, y una disminucién de la amplitud de las contracciones,
asi como de la df/dt max, en auriculas izquierdas conducidas
eléctricamente. Estos efectos podian revertirse mediante
el 1lavado de 1las preparaciones o bien al incrementar
la |Ca'?+|o o al adicionar isoproterenol al bafio. Asimismo,

estos efectos no eran compartidos por el manitol, excipiente

que acompafia a la somatostatina sintética.

3. En auriculas derechas espontineas la somatosta-
tina producia una prolongacidén del tiempo de recuperacidn
del nodo del seno y una disminucidén de la maxima frecuencia

de estimulacién auricular.
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4, En auriculas izquierdas estimuladas a diversas
frecuencias, la somatostatina producia un desplazamiento
dosis-dependiente hacia abajo de 1la curva que relaciona
la fuerza contractil con 1la frecuencia de estimulacidn.
Asimismo, 1la somatostatina desplazaba hacia abajo de
una manera dosis-dependiente la curva que relaciona
el intervalo de reposo con 1la amplitud contractil, si
bien este desplazamiento s6lo resultaba significativo
para cortos intervalos de reposo. Sin embargo, el fendmeno
de 1la potenciacidén post-extrasistdlica no experimentaba,
en valores absolutos, ninguna modificacién por acciébn

de la somatostatina.

5. La somatostatina desplazaba la curva dosis-
respuesta a calcio hacia la derecha, siendo el desplaza-
miento menos marcado a medida que se elevaba la |Ca2+|0.

Por otra parte, 1la disminucién de 1la |Na+|0 reducia

el efecto inotrdépico negativo de la somatostatina.

6. La somatostatina desplazaba hacia abajo
las curvas dosis-respuesta cronotrdépicas e inotrépicas
positivas al isoproterenol, si bien no impedia los efectos

maximos del farmaco sobre ambos parametros.

7. La somatostatina, ademds, deprimia de modo
dosis-dependiente la amplitud de las contracciones lentas

inducidas por el isoproterenol en auriculas despolarizadas
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por 27 mM de K*.

8. La somatostatina no modificaba el potencial
de reposoc auricular, ni la amplitud ni la V max del
potencial de accidén; sin embargo, era capaz de acelerar
la repolarizacidén acortando tanto la DPASG como la DPA90
de wuna manera dosis-dependiente. Este acortamiento se
acompafiaba de una disminucidén dosis-dependiente tanto
del PRE como del TR auriculares, No obstante, la
somatostatina no modificaba significativamente los cocientes

PRE/DPA9 ni PRE/TR.

)

9. Sobre los potenciales de accidén lentos
inducidos por el isoproterenol o la cafeina en auriculas
despolarizadas por 27 mM de K+, la somatostatina producia
una reduccidén dosis-dependiente de la amplitud y de
la V méax, y acortaba la DPA

y la DPA Estos cambios

50 90 °
se acompafiaban a las concentraciones mas altas ensayadas

de una discreta reduccidén del potencial de reposo.

10. En 1los misculos papilares de cobayo, 1la
somatostatina no modificaba el potencial de reposo
ventricular, la amplitud ni la V max del potencial de
accidén; pero producia una disminucidén de 1la DPASO y

la DPAQ0 cuando se administraba a las concentraciones

9 -7 6

de 10027 My 108 M. A 1077 My 10°® M, 1a somatostatina in-

crementaba la DPA y 1la DPA9

50 hasta valores que no

(o}
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diferian significativamente de los controles.

11, E1 PRE y el TR ventriculares experimentaban
por accién de 1la somatostatina modificaciones paralelas
a las descritas para la DPA

o Y la DPA9 es decir,

5 o’
una reduccién a 10 ° M y 108 M, y un posterior incremento
a 1077 M y 100® M. Los cocientes PRE/DPAg, y PRE/TR

no se modificaban significativamente a ninguna de 1las
concentraciones ensayadas de somatostatina, y la relacidn

encontrada entre 1los incrementos de PRE y DPA originados

90
por esta hormona era lineal.

12, La somatostatina disminuia de una manera
dosis-dependiente 1la captacidén de 45ca en auriculas
izquierdas conducidas eléctricamente. Esta disminucidn
de 1la captacidn de 4SCa se potenciaba al incrementar
la frecuencia de estimulacién y al reducir 1la ICa2+ Io.
Por el contrario, un descenso de la frecuencia de estimula-

cién o una elevacién de 1la ICa2+ |o revertian total o

parcialmente las acciones de la somatostatina.

13. En auriculas izquierdas en reposo la

somatostatina no modificaba el flujo de salida de

4":’Ca ni el coeficiente de velocidad de salida de 45Ca
(kcm) . Tampoco modificaba la recta que relaciona el
porcentaje de 45 Ca restante en la auricula con el kcm'

En auriculas derechas, sin embargo, la somatostatina



-259-

producia un ligero incremento en el porcentaje de
45Ca retenido por el tejido, asi como una elevacidn
del kcm , inmediatamente después de que la somatostatina
dejaba de ejercer su accidn; ello parece sugerir que

la somatostatina impediria la salida de 4":’Ca en estas

preparaciones.

14, Todos estos resultados parecen indicar
que el mecanismo por el que la somatostatina ejerce
su accidén inotrdpica negativa seria consecuencia de
su capacidad para inhibir el flujo de entrada de calcio
a la célula cardiaca a través de 1los canales lentos,
es decir, inhibiendo 1la corriente 1lenta de entrada de
calcio, 1ISi. Esta accidén se produciria posiblemente
como consecuencia de la interaccidén de la somatostatina
con receptores especificos situados en 1la superficie
externa del sarcolema. Algunos de nuestros resultados
sugieren, ademds, que la somatostatina podria incrementar

el flujo de salida de potasio de las células cardiacas,

15. Finalmente, consideramos que los efectos
miocardicos de 1la somatostatina descritos en esta Tesis
deberian ser tenidos en cuenta en la clinica humana,
especialmente en aquellas situaciones en 1las que se
administran por via intravenosa grandes cantidades de

esta hormona.
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