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1. INTRODUCCION



1.1. JUSTIFICACION DE ESTE TRABAJO.

La gastrina ¢s una hormona polipeptidica gastrointestinal que desempefia un
importante papel en la fisiologia digestiva. Es el principal agente regulador de la secrecion
acida del estomago (Bauer, 1986; De Groot, 1989; Fernandez-Tresguerres, 1989; Harrison,
1991; Smith y Price, 1991).

Se han realizado diversos estudios inmunocitoquimicos sobre la distribucion de
células endocrinas en mamiferos; en el cerdo (Ito y cols. 1987), gato (Kitamura y cols.
1982), cabalio (Kitamura y cols. 1984), oveja (Franco y cols. 1993), musaraiia (Kitamura
y cols. 1990), en aves (Alison, 1989), en roedores (Kapur, 1982a) y en ¢l perro (Tobe y
cols. 1976; Galan y cols. 1993). No obstante, la ubicacién de las células productoras de
gastrina (células G), o de formas precursoras de la hormona, en el tubo digestivo y sus
glandulas anejas, ha sido objefo de controversia tanto en el hombre como en el perro
(Accary y Bonfils, 1973; Nilsson y cols. 1973; Stanley y cols. 1976, Tobe y cols. 1976;
Hawkins y cols. 1987; Bardram y cols. 1990).

La presencia de tumores secretores de gastrina generalmente de localizacion
pancredtica, aunque en muy raras ocasiones puede tener otras localizaciones (Smith y cols.
1991; Larriva-Sahd y cols. 1992; Polak y Priestley, 1992; Hirai y cols. 1993), provoca el
denominado sindrome de Zollinger-Ellison, que ha sido reconocido también en el perro
(Happe y van der Gaag, 1980; Drazner, 1981, Shaw, 1988). En el pancreas también pueden
aparecer otros tipos de tumores secretores (Gross y cols. 1990; Skarda y cols. 1994) frente

a los que es necesario realizar un diagndstico inmunocitoquimico diferencial.

Por otro lado, existe la posibilidad de que en determinadas condiciones puedan
aparecer centros gastrinicos extragastricos (Accary y Bonfils, 1973, Duvaux y Ponter-
Duvaux, 1993) asi como la posibilidad de inhibicidn de la expresidn del gen gastrina por
somatostatina (Karnik y cols. 1989). El aumento patologico de células G es causa de
elevacidn de gastrinemia (Walsh, 1975; Smith, 1991) provocando sintomas clinicos que

deben ser diferenciados de otras patologias.
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Las modernas técnicas inmunocitoquimicas permiten poner de manifiesto
cantidades realmente pequefias de sustancias (enzimas, hormonas..) presentes en las células
gracias a los procedimientos de amplificacion de sefial de los métodos indirectos utilizados
en microscopia optica que confieren una alta sensibilidad (Danscher y Norgaard, 1983,

Springali y cols. 1984; Su-Ming y Raine, 1984; Bruce Savage, 1986; Carlei y cois. 1993).

Por todo lo anterior pensamos que seria de especiat interés el reconocimiento de las
células productoras de gastrina inmunoreactiva y la densidad celular en condiciones

normales en el aparato digestivo del perro.

Desde las primeras descripciones del método inmunocoloidal de Faulk y Taylor en
1971, diversos autores han estudiado la ultraestructura de las células G en el hombre
(Bucham y Polak, 1979; Varndell y cols. 1983; Morrison, 1984; Polak y Priestley, 1992,
Canberk, 1992), en pequefios rumiantes (Arnal y cols. 1986), en reptiles (Burrell y cols.
1992), en la rata (Oomori y cols. 1993); as{ como otros tipos de células endocrinas en
équidos (Nieto y cols. 1987), roedores (Kapur 1982b) y capridos (Sanchez y cols. 1992).

No obstante, no tenemos referencias de una descripcion detallada de estas células en el

perro.

Para la identificacion uitraestructural es necesario el inmunomarcado con metales
pesados, dado que puede existir confusion con otros tipos de células secretoras endocrinas
(Dobbins y Austin, 1991). Nosotros hemos estudiado mediante inmunocitoguimica
ultraestructural la célula G en el perro v la influencia del pH en el mecanismo de secrecion
(Galan y cols. 1995).

La técnica para inmunocitoquimica electronica, aunque en principio es mas sencilla
que la técnica para microscopia optica, presenta sin embargo unos problemas préacticos en
su aplicacion (Hayat, 1989; Bullock y Petrusz, 1989; Polak y Priestley, 1992, Scala y cols.
1992), siendo el principal la buena preservacion y visualizacion del antigeno sin gran

detrimento de la estructura celular (Bendayan y cols. 1987, Gonzalez y cols. 1994).
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Algunos autores sefialan la inmunocitoquimica ultraestructural como una técnica tan

sensible como el radioinmunoensayo (Moriarty y cols. 1973).

Por otro lado, en el aspecto clinico, 12 determinacion de gastrina sérica en pequefios
animales mediante radioinmunoensayo, esta indicada en el vomito cronico, diarrea, pérdida
ponderal, sospecha de gastrinoma o gastrorragia de etiologia desconocida.(Willard y cols.
1993).

Las causas mas frecuentes de hipergastrinemia son las ulceras gastroduodenales,
~ la obstruccion gastrica, ef fallo renal y el gastrinoma. La gastritis atréfica, la hiperplas{a de
células G antrales, el sindrome de intestino corto, el hiperparatiroidismo ( Todd-Sanford-
Davidsohn, 1984} y en algunos casos la insuficiencia hepatica, son cuadros clinicos menos

frecuentes que cursan también con glevaciones de gastrina en suero.

El empleo terapéutico de antidcidos que bloquean los receptores H,, como la
cimetidina y omeprazol, aumentan los niveles de gastrina en sangre (Hansky y cols. 1979;
Bauer, 1986, Sans-Sabrafen, 1988; Femandez-Tresguerres, 1989; Smith y Price, 1991,
Willard y cols. 1993).

La técnica de radioinmunoensayo requiere tiempo y personal especializado, pero
proporciona una muy alta sensibilidad y especificidad (Lehninger, 1980; Kaplan y Pesce,
1986).

Desde que Accary y Bonfils en 1973 emplearon la técnica de radioinmunoensayo
para la determinacidn de gastrina humana y Walsh en 1975 profundizé en su significacién
clinica, diversos autores han aplicado dicha técnica para Ja determinacion de esta hormona
en el perro (Catambrone y cols. 1980; Gabbert y cols. 1984; Fox y cols. 1990), utilizando
en todos los casos gastrina-17 humana sintética. Estos trabajos han sido realizados sobre
un reducido numero de animales y sin tener en cuenta posibles variaciones fisiologicas en

relacion con la edad y ¢l sexo.
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Por otro lado, en los altimos afios la alimentacion canina ha experimentado unos
cambios muy evidentes en cuanto a componentes, elaboracion y presentacion, que se alejan

de lo que realmente seria la dieta natural de un animal camivoro.

Pensamos que es necesario establecer los valores fisiologicos de gastrina sérica
que puedan servir de referencia para evaluar algunas patologias que cursan con aumentos

mas o menos marcados de esta hormona en el perro.
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1.2. OBJETIVOS.

Los objetivos fundamentales de esta tesis son:

.- Determinar, mediante el empleo de dos técnicas inmunchistoquimicas

indirectas, la localizacion de las células G productoras de gastrina inmunoreactiva en el

perro.

2.- Determinar la densidad de este tipo celular en la mucosa gastrica del perro.

3.- Estudiar las caracteristicas morfoldgicas ultraestructurales de la célula G,

identiticandola mediante marcado inmunocitoquimico para microscopia electronica.
4.- Determinar los niveles fisiologicos basales de gastrinemia en el perro.

5.- Estudiar las posibles variaciones fisiolégicas de la concentracién de gastrina

en suero en relacion con la edad y el sexo.

6.- Determinar la respuesta a los 30 minutos de la ingestion de alimentos de

diferente composicion y establecer curvas de gastrinemia en reilacién a éstos.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA



2.1. LA GASTRINA.

El ftracto gastroduodenal contiene una amplia variedad de células endocrinas,
denominadas colectivamente sistema "APUD" (Amine Precursor Uptake and

Descarboxylation), concepto introducido por Pearse en 1968.

Estas células, que también se encuentran en los islotes pancreaticos, poseen unas
caracteristicas comunes como son su alto contenido en aminas fluorecénicas como las
catecolaminas, 5-hidroxitriptéfano, etc., su capacidad de captacion de aminas precursoras
y su descarboxilacion y la presencia de esterasas o colinesterasas inespecificas (Sanchez
y col. 1984). Este tipo celular parece proceder de las células ectodérmicas de la cresta
neural (Drazner, 1981; Banks, 1993).

Hasta el presente mas de 30 tipos celulares, repartidos en dos grupos, han sido
asignados al sistema APUD (Morrison, 1984; Banks, 1993). Las células G por su caracter
neuroendocrino periférico pertenecen al grupo II (Sanchez y cols. 1984).

Recientes evidencias sugieren que algunos de los polipéptidos gastrointestinales
producidos en estas células pueden no actuar como hormonas circulantes clasicas, pero en
el instante en que son liberadas localmente actiian sobre los tejidos adyacentes (funcién

paracrina) (De Groot, 1989).

Algunos péptidos reguladores del intestino estan contenidos exclusivamente en
células tipo endocring: péptido inhibitorio gastrico (GIP), gastrina, enteroglucagon,
insulina, etc., mientras que otros han sido identificados en células nerviosas tnicamente:
neuropéptido, péptido liberador de gastrina, péptido intestinal vasoactivo (VIP). Un tercer
grupo ha sido encontrado en neuronas y células endocrinas: sustancia P, colecistoquinina

y somatostatina (DeGroot, 1989).

Péptidos relacionados con gastrina se han puesto de manifiesto en neuronas vagales,

células de la pituitaria, mucosa bronquial y en células espermatidas humanas (Schalling y
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cols. 1990).

Aunque Bayliss y Starling postularon en 1902 la hipétesis de la existencia de la
gastrina, ¢ésta no fue comprobada hasta 1964 en que se aisld en estado puro a partir de la

mucosa gastrica del cerdo (Bauer, 1986).

La gastrina, secretina, colecistoquinina (CCK), enteroglucagén, polipéptido
intestinal vasoactivo (VIP), polipéptido inhibitorio gastrico (GIP), somatostatina, motilina

y otros, tienen efecto sobre la funcion gastroenteropancreética (Harrison, 1991).

La gastrina, hormona polipeptidica reguladora gastrointestinal, descubierta por John
Sydney Edkins (1863-1940) en 1905 (Smith y Price, 1991) y determinada su secuencia de
aminoacidos por Gregory y Tracy en 1964 (Tobe y cols. 1976), es el mas potente
estimulante de los conocidos de la secrecion acida del estomago (Harrison, 1991; Smith,
1991).

Los péptidos reguladores gastrointestinales en las células endocrinas del intestino
son sintetizados en el reticulo endoplasmico (ribosomas), como proteinas precursoras,
divididas enzimaticamente en fragmentos de péptidos activos, y transportadas luego al
aparato de Golgi para posteriormente ser empaquetadas en granulos que se acumulan
principalmente en la porcion basal de fa célula (DeGroot, 1989).

Golgi describid en 1898 el sistema de membranas que lleva su nombre utilizando
el método de impregnacion argéntica. Los estudios realizados posteriormente tienden a
demostrar la especializacién quimica y morfoibgica de las diferentes membranas
intracelulares y la existencia de una relacion dindmica entre ellas (De Robertis y cols.
1968).

El microscopio electrénico ha incorporado nuevas relaciones entre el compiejo de

Golgi vy la secrecidn que ya fuera postulada por Cajal en 1914 en sus estudios sobre la
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célula caliciforme. Existe una relacién entre el reticulo endoplasmico rugoso y liso, el
complejo de Golgi, los granulos de secrecion y los lisosomas. El reticulo endoplasmico estd
muy desarrollado en células que intervienen activamente en sintesis proteica (Jamieson y
Palade, 1967, De Robertis y cols. 1968).

La gastrina se halla en los tejidos y liquidos organicos en diversas formas
moleculares. La principal, que se encuentra en determinadas poblaciones celulares (células
() de la mucosa antropilorica, porcion proximal de duodeno en el perro adulto (Morrison,
1984), y en las células D pancreaticas en el hombre (Accary y Bonfils, 1973; Stanley y cols.
1976), asi como en los gastrinomas, es un heptadecapéptido (G-17) formado por 17
aminoacidos con una regidn activa situada en la amida tetrapéptido del extremo carboxilico
(Try-Met-Asp-Phe-NH,). (Harrison, 1991).

La denominada gastrina II es la forma que presenta sulfatacion en el aminoacido

tirosina de la posicion 12, siendo la gastrina I la forma no sulfatada (De Groot, 1989).

En determinadas condiciones pueden aparecer centros gastrinicos extragastricos,
en particular pancredticos, por estimulacion patoldgica de origen hipofisario (Accary y
Bonfils, 1973). Durante el desarrollo ontogénico pueden observarse la presencia de células
propias de un 6rgano en otro del mismo sistema orginico (Tsanadis y cols. 1995).
Posiblemente, mecanismos de induccion enzimatica y/o represion por el producto final,
influyen sobre la iniciacién de la transcripcién de un gen o pequefio grupo de genes
estructurales y reguladores. Nilsson, Yalow y Berson (1973) estudiando extractos de tejidos
mediante RIA, detectaron pequefias cantidades de la hormona en tramos posteriores de

duodeno, yeyuno, mucosa bucal, lengua y eséfago del hombre.

Los tumores productores de gastrina en el pancreas (gastrinomas) procederian de
células capaces de expresar el gen gastrina (Bardram y cols. 1990). Segin este autor existen
indicios de progastrina y sus productos en el pancreas del perro; sin embargo, segun otros
investigadores, tanto el pancreas juvenil del perro como el adulto no presentan

inmunoreactividad para gastrina (Stanley y cols. 1976; Hawkins y cols. 1987, Bardram y
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cols. 1990).

En el hombre, la presencia de gastrina en las células D pancreaticas fué comunicada
primeramente por Stanley en 1976. Desde entonces esta localizacion ha sido objeto de

controversia.

Mediante estudios inmunohistoquimicos mas recientes, se ha detectado la presencia
de gastrina en pancreas humano fetal y neonatal; pero no en poblaciones celulares maduras
de este organo (Hawkins y cols. 1987). En gastrinomas se han estudiado diferentes

fragmentos de progastrina (Sobhani y cols. 1989).

Diversos tipos de tumores pueden secretar hormonas como ocurre en carcinomas
géétricos (Berner y Nesland, 1991), tumores de las células de los islotes secretores de
ACTH, turnores pancreaticos secretores de glucagon e insulina (Gross y cols. 1990) -en este
organo algunos tumores pueden presentar receptores hormonales (Skarda y cols. 1994)-
carcinomas de tiroides secretantes de ACTH, melanomas secretores de gastrina y adenomas
de hipofisis secretores de prolactina (Martinez de la Colina y cols. 1993). Estos sindromes

no estan bien documentados en animales (Drazner, 1981).

La G-17, de peso molecular 2114 daltons (1 unidad dalton = masa del atomo
hidrégeno), representa mas del 90% de la gastrina existente en la mucosa antral (Ponter y
Duvaux-Ponter, 1993). Sin embargo, alrededor de dos tercios de la gastrina sérica
corresponden a formas moleculares mas grandes, de 34 aminoacidos, G-34, de pm 7000
{big gastrin) (Yalow y Berson, 1972).

Molécula de gastrina G-17 humana
0 GIn-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Ala-Try*-Gly-Trp-Met-Asp-
Phe-NH,
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Molécuia de gastrina G-34

() Glu-Leu-Gly-Pro-Gin-Gly-Pro-Pro-His-Leu-Val-Ala-Asp-Pro-Ser-Lys-Lys-
Gin-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Ala-Tyr*-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-
NH,

Segin el trabajo de Yu y cols.(1991), la secuencia de aminoacidos del péptido G-17
del perro difiere de la gastrina humana debido a la sustitucion de metionina por leucina en

la posicion S del extremo amino y alanina por 4cido glutdmico en la posicion 10.

Molécula de gastrina G-17 canina
() Gla-Gly-Pro-Trp-Met-Glu-Glu-Glu-Glu-Ala-Ala-Tyr*-Gly-Trp-Met-Asp-
Phe-NH, .

Los 17 aminoacidos del extremo carboxilico de G-34 son idénticos a los de G-17
y puede hallarse o no sulfatada (G-34 II o G-34 1), Gantz y cols. (1990) han realizado
trabajos de clonacion de la secuencia de aminodcidos de la gastrina canina. Existe
evidencia de una molécula ain mayor (pm 25000), denominada "big-big gastrin", en
pacientes con sindrome de Zollinger-Ellison, que contribuye a la inmunoreactividad total

de la gastrina sérica (Yalow y Berson, 1972; Drazner, 1981).

Segun otros autores es probable que esta forma no exista, excepto como artificio

de los RIA 6 en ciertos tumores productores de macromoléculas (Kaplan y Pesce, 1986).

Existe, asi mismo, una molécula mas pequefia, minigastrina, de 13 aminodcidos
(pm 1800). La actividad biologica de la gastrina radica sobre todo en el pentapéptido C-
terminal, que ha podido ser sintetizado, y tiene un peso molecular de 768 daltons. Es la

denominada pentagastrina, de amplia utilizacion en terapettica humana.

La secuencia de los 17 aminoacidos de la molécula basica de gastrina (G-17), se

inserta en la big gastrina humana, entre las posiciones 18-34 de esta molécula y la
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minigastrina (G-13), entre las posiciones 22-34 de G-34 y 5-17 de G-17 (Walsh, 1975). La
forma G-34 es la méas abundante en el plasma. La porcion C-terminal es igual en todas

ellas.

La gastrina 17 de la rata diﬁ-ere en 3 aminoacidos respecto a la humana; sin
embargo la secuencia de los 12 aminoacidos del extremo carboxilico es idéntica (Schaffer
y cols. 1982). La G-17 es el mayor componente del tejido antral y la G-34 del intestinal
(DeGroot, 1989).

2.1.1. CARACTERISTICAS DE LAS CELULAS PRODUCTORAS DE
GASTRINA.

Las células productoras de gastrina poseen caracteristicas morfolégicas similares
a otras células endocrinas. Son piramidales, alojadas entre las bases de las células
exocrinas vecinas y con un estrecho extremo apical, que en ocasiones alcanza la luz

glandular, presentando microvellosidades (Fawceit, 1989; Polak y Priesley, 1992).

Sus propiedades citoquimicas son las de las células endocrinas secretoras de
polipéptidos (serie APUD), a las cuales pertenecen entre otras, las células secretoras de
ACTH, las células alfa (glucagon) y las beta (insulina) de los islotes de Langerhans, las
células C del tiroides (calcitonina), las células D (somatostatina}, asi como las células
argiréfilas {(colecistoquinina, pancreozimina), y enterocromafines del intestino delgado

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

Aunque las células productoras de gastrina aparecen dispersas, su numero suele ser
de 5 x 10° por centimetro cuadrado de mucosa géstrica en el perro (Fawcett, 1989). Graham
y cols. (1993) han comunicado una densidad celular en el hombre de 5.3 = 0.5 células por

glandula en 12 individuos considerados normales.

En embriones humanos se observé que estas células endocrinas pueden ser ya

detectadas a las 10 semanas de gestacion (Facer y cols. 1989). Recientemente, en un
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estudio sobre la ontogénesis y distribucion de las células G en la oveja Franco y cols.
(1993) han comunicado que las primeras células inmunoreactivas aparecen a los 69 y 77

dias de gestacion en duodeno y antro pilérico respectivamente.

En la oveja, se han 1dentificado células productoras de gastrina en escaso numero
(aproximadamente 3 células por mm?) en el yeyuno proximal y en el ileon distal y son
morfolégica v estructuralmente diferentes de las células G de la mucosa pilérica. Kitamura
y cols. {1990), han identificado células de gastrina y otras células endocrinas en la porcion
terminal del intestino y en recto en un mamifero insectivoro (Suncus murinus), cuya

significacion no esta clara.

Los granulos secretorios de estas células varian entre los 150 y 300 nm. de didmetro
{Arnal y cols. 1986).

Springall y cols. (1984), utilizaron técnica de peroxidasa- antiperoxidasa (PAP) e
inmuno-oro-plata (IgGGS) para teifiir células G de antro pilérico de cerdo, obteniendo una

mayor intensidad de inmunotincién con la segunda técnica.

Larsson y cols. (1975) estudiaron, mediante inmunofluorescencia, las células G
en el hombre (en el feto y en el adulto). Hacker y cols. (1990), empleando las dos técnicas
inmunocitoquimicas referidas anteriormente (PAP y [gGGS), no observaron diferencias en

la densidad numérica de las células G en el hombre en relacion con la edad y el sexo.

Algunos estudios han encontrado un incremento en la densidad de células G por
¢l tratamiento continuado con omeprazol (Pawlikowski y cols. 1992), prdbablemente
independiente de 1a hipergastrinemma, ya que no es bloqueado por tratamiento simultaneo
con proglumida (un bloqueador de los receptores de gastrina). En la rata, se ha estudiado
la proliferacién de células enterocromafines en determinadas condiciones experimentales:
durante el tratamiento con omeprazol (Tielemans y cols. 1989} y en la admimstracion

cronica de etanol (Todorovic y cols. 1993).
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Schepp y Chan (1984), han estudiado los efectos de las prostaglandinas sobre la

liberacion de gastrina antral en el perro.

En la mucosa antral, en estrecha proximidad con las células de gastrina se
encuentran las células productoras de somatostatina. Esta sustangia ejerce efectos
reguladores locales sobre la liberacion de gastrina (Karmik y cols. 1989; Larsson y
Houggaard, 1994).

La biosintesis de muchas proteinas y péptidos de secrecion, incluyendo las
hormonas y los enzimas, es llevada a cabo por traduccion a partir de ARNm, de grandes
polipéptidos precursores que son almacenados en granulos y disociados por proteasas
intracelulares para formar el producfo de secrecion final. Existen datos que indican que la
G-34 puede ser un precursor de la G-17. De hecho, la disociacién in vitro de aquella con
tripsina libera G-17, y el sitio de disociacién esta constituido por dos residuos seguidos de
lisina (Kaplan y Pesce, 1986; Smith y Price, 1991).

Los granulos de secrecion que contienen gastrina estdn localizados en la porcion
basal de las células secretoras (Kaplan y Pesce, 1986; Dellmann, 1993). Las células del
bulbo duodenal producen la hormona en menor grado. En el hombre, la concentracion de
gastrina en el duodeno proximal es alrededor del 10% de la concentracion antral (Harrison,
1991; DeGroot, 1989).

La ultraestructura de las células APUD se caracteriza por un abundante reticulo
endopldsmico rugoso, ribosomas libres y un prominente aparato de Golgi, indicando su
naturaleza secretora (Morrison, 1984). Segtin algunos autores el reticulo endoplésfnico liso
es mas abundante que el rugoso (Sanchez y cols. 1985), con una importante presencia de
microtibulos y microfilamentos; mientras que para otros el reticulo endoplasmico rugoso
es relativamente pequefio en la célula G (Dellmann, 1993). Greider y cols. (1972)

realizaron estudios ultraestructurales de ias células G en el hombre.
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Se ha comunicado (Buchan y Polak, 1979) la existencia de dos tipos de granulos
en la célula productora de gastrina: granulos secretores grandes electrolicidos (350 nm) y
granulos pequerios electrodensos (190 nm}. Los primeros son caracteristicos de las células
G antrales en el hombre y faitan en las duodenales. Realizando secciones semifinas de 800
nm. en antro, duodeno y yeyuno en el hombre, estos autores, midiendo 650 granulos en 12

células, determinaron un didmetro medio de los granulos de 220 = 20 nm,

En un estudio inmunocitoquimico sobre precursores de gastrina en la mucosa antral
en el hombre, utilizando antisuero especifico frente al péptido sintético Tyr-Gly-Trp-Met-
Asp-Phe-Gly (GL7), Funata y cols. (1989) han observado que los granulos electrodensos
presentan una alta afinidad por GL7. Estos granulos serian el principal lugar de conversién

de precursores de gastrina y en consecuencia son mas inmaduros.

Asi mismo, segln este estudio, las células que contienen gastrina en el intestino
serian de diferente tipo morfolégico que las de la mucosa antral (G.A.); es posible que estos
granulos contengan los productos de la division enzimadtica de G-34, mientras que los
pequefios contendrian G-34 inalterada (G.1.), que es la forma predominante de gastrina

intestinal.

Canbert (1992) ha descrito la presencia de grandes vacuolas vacias en el citoplasma
de estas células en el hombre, asi como diferentes tipos de granulos que estdn en relacion

con el ciclo de secrecion celular.

Sin embargo, Oomori y cols. (1993) han sefialado en la rata que, segin el pH de la
fijacion, las células G piloricas presentan diferente electrodensidad en sus granulos, de
manera que a pH 7 predominan los electrolicidos observandose algunos electrodensos e
intermedios. A pH 5 los granulos electrodensos e intermedios son mas numerosos. Para
estos investigadores, la variable densidad electronica de las células G puede reflejar
diferencias en el grado de pérdida de contenidos de los granulos al citoplasma durante la

fijacion y este fendmeno podria estar relacionado con la acidez de la sustancia de los
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granulos durante la maduracion intragranular.

2.1.2. MECANISMO DE LIBERACION.

La liberacion de gastrina tiene lugar por estimulos quimicos, mecanicos o
nerviosos, que actian sobre la célula productora (cél.G), por via sanguinea, vagal o local

(nutrientes) (Jubb y cols, 1993).

La existencia de alimentos en el estomago, estimula la secrecion acida al aumentar
la liberacion de gastrina, sobre todo gracias al contenido en proteinas de origen animal,
mas concretamente aminoacidos, primariamente glicina, serina y alanina, asi como el acido
acético, el propidnico, v por neutralizacion del antro con antidcidos (Hansky vy cols. 1979;
Brent, 1986, Ryberg y cols. 1988; Harrison, 1991; Willard y cols. 1993),

De la accion continuada del omeprazol y ranitidina, inductores de la supresion de
la secrecion acida gastrica, resulta una hipergastrinemia en perros y ratas (Ryberg vy cols.
1988).

El contacto de la mucosa antral con el contenido luminal es capaz de modular el
procesamiento postransiacional de progastrina asi como
determinar !a produccién de hormona biolégicamente activa mediante pasos que incluyen

sulfatacion, fosforilacidn, divisién y amidacion (Vatro y cols. 1990),

La propia distension mecénica de! estomago, tras la ingesta, estimula la produccién
de gastrina mediante un camino colinérgico (Kaplan y Pesce, 1986; Jubb y cols. 1993).

En menor medida, los estimulos nerviosos de la fase cefélica de la digestién
también actian en este sentido, as{ como e! estimulo vagal (De Groot, 1989), En otra parte
del intestino, la liberacién de hormonas depende mas de la quimica intraluminallLa
liberacion de gastrina en respuesta a la comida en perros normales no es inhibida por la

atropina.
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El calcio intravenoso estimula la secrecion acida y produce minimas reducciones
de los niveles séricos de gastrina. Salvo en pacientes con gastrinoma, no suele existir
asociacion entre hipercalcemia y secrecion acida o aumento de gastrina en suero (Kaplan

y Pesce, 1986).

Otros agentes quimicos que actiian sobre la céluia productora de gastrina son: sales
biliares, epinefrina, factor liberador de gastrina (FLG), acetilcolina, etanol y magnesio,

principalmente (Fernandez-Tresguerres, 1989),

Hay dos familias principales de hormonas intestinales; La secretina y las similares

estructuralmente y la gastrina y los péptidos relacionados (Strombeck y Guilford, 1991).

La secretina y el glucagon inhiben la liberacion de gastrina, las catecolaminas

estimulan su descarga.

La secretina es un polipéptido de 27 aminoacidos relacionado estructuralmente con
el glucagon. Esta sustancia es liberada por las células endocrinas de 1a mucosa del intestino

delgado (cél. S) como respuesta a la acidificacién de la mucosa antral.

La gastrina provoca la maxima secrecion de acido gastrico cuando ocupa sus
receptores situados en las células oxinticas. La colecistoquinina se une a los receptores con
menos afinidad que la gastrina; pero si estan presentes grandes cantidades de aquelia
desplazara a esta Gltima. En este caso la secrecion resultante es menor que la maxima
(Harrison, 1991).

En la célula oxintica de la mucosa gastrica existen receptores para los secretagogos
gastrina, acetilcolina e histamina. Los tres son requeridos para estimuiar la secrecidn.
También existen receptores para la secretina, que tiene efecto inhibitorio (Strombeck y
Guilford, 1991).
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Aunque varian en potencia, todas las formas de gastrina desde el tetrapéptido al
heptadecapéptido son plenos inductores de la secrecion gastrica. La pentagastrina tiene

considerablemente mayor actividad.

El heptadecapeptido de gastrina tiene una vida media de tres minutos. El mayor
péptido de gastrina (big gastrina), de nueve. Otros autores sefialan una vida media para G-
17 de 6 minutos y para G-34 de 40 (Kaplan y Pesce, 1986).

Hay factores que inhiben la secrecion de gastrina, como son: la acidificacion del
antro pilorico, atropina, calcitonina, hiperglucemia, glucagon, secretina, somatostatina y

el VIP (Bauer, 1986; Fernandez-Tresguerres, 1989).

A pH 5.5, el indice de liberacion de gastrina es tres veces mayor que a pH 2.5. El
efecto inhibidor del acido proporciona un mecanismo de retrocontrol para la

autorregulacion de la liberacion de gastrina (Kaplan y Pesce, 1986).

La reduccion del pH intragastrico a 3.0 produce una inhibicion parcial de la
liberacion de gastrina, mayores reducciones del pH a 1.5 bloquean por completo su
liberacion.No se conoce en detalle este mecanismo de control, aunque se han propuesto
como mediadores las neuronas intramurales colinérgicas y no colinérgicas (Harrison,
1991).

Parece ser que la somatostatina desempefia un importante papel en la inhibicién de
la liberacion de gastrina como respuesta a la presencia de 4cido en la luz gastrica, por un
lado, por los efectos locales de las células D sobre las G (paracrinas) y por otro, a través
de una inhibicién directa de la secrecion de las células parietales. Parece ser, ademas, que
deprime la expresion del gen gastrina en las células productoras (Kamnik y cols. 1989;
Varro y cols. 1990).

La familia gastrina-colecistoquinina contiene otro miembro, denominado cerulina,
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que no se encuentra en mamiferos pero si en la piel de la rana como un decapéptido

(DeGroot, 1990).

La colecistoquinina (CCK) se encuentra en vertebrados inferiores y puede ser

considerada un ancestro de gastrina en términos evolutivos (Harrison, 1991).

Molécula de colecistoquinina C-33
0 Lys-Ala-Pro-Ser-Gly-Arg-Val-Ser-Met-Tle-Lys-Asn-Leu-Glu-Ser-Leu-Asp-Pro-Ser-
His-Arg-Ile-Ser-Asp-Arg-Asp-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,

La colecistoquinina se halla en ¢l cerebro y en las células K de la mucosa del
intestino delgado, las cuales corresponden a las células [ previamente identificadas con el
microscopio electronico (Kaplan y Pesce, 1986). Estimula la secrecion de enzimas
pancreaticos y la contraccion de la vesicula biliar (Brent, 1986). En el perro, la maxima
concentracion se encuentra en yeyuno, con cantidades considerables en ileon y duodeno
(Ettinger, 1989).

A partir del intestino del cerdo se aislaron primeramente CCK 33 'y CCK 39,
posteriormente se aislé CCK 8 en el cerebro de cordero. En estos aislamientos influyen
tanto la especificidad del anticuerpo como los métodos de extraccidn empleados:

extraccion 4cida o con agua a ebullicién respectivamente (Kaplan y Pesce, 1986).

La gastrina es la mitad de potente que la colecistoquinina en la estimulacion de la

secrecién de enzimas pancreaticos (Brent, 1986).

Segin Ponter y Duvaux-Ponter (1993), se estima que en el hombre el duodeno
contiene aproximadamente tanta cantidad de gastrina como €l antro, mientras que en el

perro el duodeno contiene solo el 2% de la cantidad presente en la mucosa antral.
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Tres tipos de receptores estimulan por interaccién quimica la secrecion de acido
clorhidrico por las células parietales u oxinticas. Fig.1. Son los receptores para gastrina,
histamina y acetil-colina, todos ellos son necesarios para una estimulacion optima de la

secrecion (Strombeck y Guilford, 1991). (Fig.1).

CELULA
OXINTICA

\4' &’

CASTRINA SECRECION
ACETIL~COLINA — DE
HISTAMINA CLORHIDRICO

Fig. 1. Esquema de célula parietal mostrande receptores
para los secretagogos gastrina, acetilcolinas e histamina,
También se muestra receptor para el inhibidor secretins
(modificado de Strombeck y Guilford, 1391).

Las células parietales componen uno de los cinco tipos de células de las glandulas
del cuerpo del estomago: células mucosas de! istmo, oxinticas, mucosas del cuelio,

cimogénicas y argiréfilas (Junqueira y Carneiro, 1974).

Las células parietales u oxinticas son redondeadas o piramidales con un citoplasma
intensamente eosindfilo. En el hombre se encuentran como embutidas entre la base de las
otras células de las glandulas. A microscopia electronica presentan un surco
intracitoplasmico profundo y abundante presencia de mitocondrias (Junqueira y Carneiro,
1974). Estas células son responsables de la produccion de acido clorhidrico, cloruro de

potasio y vestigios de otros electrolitos.
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Se ha demostrado que el acido secretado se origina de los cloruros presentes en la
sangre y protones (H') resultantes de la accién de una enzima - la anhidrasa carbonica -

localizada en esta célula.

Esta enzima acta sobre el CO, presente, produciendo acido carbonico que, a su

vez, se disocia en bicarbonato y en un protén (Harrison, 1991).

Ambos, el proton y el i6n cloro, son transportados activamente a través de las
células, en cuanto que el agua pasa por ellas pasivamente a favor de un gradiente osmético.
E! i6n bicarbonato regresa a !a sangre. Este proceso es el responsable de la elevacion del

pH sanguineo durante el periodo de Ja digestién (onda alcalina)Harrison, 1991).

La abundancia de mitocondrias presentes en fas celulas parietales indica que el
proceso requiere mucha energia. De hecho, este tipo celular presenta una altisima actividad
de la enzima succinodeshidrogenasa, que la caracteriza como una de las células de mas alto

metabolismo del organismeo.

La gastrina actua sobre su propio receptor, pero no puede estimular la célula a
secretar, a menos que, la histamina y acetilcolina estén disponibles para ligarse a sus
propios lugares al mismo tiempo. Este receptor ha sido puesto de manifiesto en la rata

mediante el empleo de antagonista (Douglas y cols. 1990).

La histamina ocupa los lugares de los receptores H2, que son diferentes de los Hi,
los cuales son bloqueados por antihistaminicos. Ahalogos a la histamina cimetidina y
ranitidina pueden ligarse a los lugares de los receptores H, de la célula oxintica, pero son
incapaces de estimular la produccion de &cido. Estos farmacos pueden inhibir la respuesta

secretora a gastrina, comida, colinérgicos e insulina.

La histamina estimula la secrecion 4cida del estomago aumentando la actividad del

monofosfato ciclico de adenosina (AMP) en las células parietales, con lo que se activa Ja
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proteina cinasa dependiente del AMP,

La gastrina y los agentes colinérgicos, que no estimulan la producciéon de AMP
ciclico, promueven la secrecidon acida aumentando el calcio en el citosol de la célula

parietal (Harrison, 1991).

La histamina esta presente ¢n alta concentracion en la mucosa gastrica; el origen
de la histamina en el perro parece estar en células semejantes a las cebadas localizadas en
la [Amina propia adyacente a las células parietales secretoras de acido. El mecanismo para
la produccién y liberacion de histamina en este lugar permanece desconocido (Shaw,
1988).

La célula oxintica tiene también receptores para secretina, la cual es un inhibidor
de la secrecion acida. Las prostaglandinas tienen un efecto directo sobre la célula y reduce
la secrecién por inhibicién de la formacién de AMP ciclico. La atropina puede bloquear

estos receptores inhibiendo la respuesta a gastrina e histamina.

IEAVIO VAOO

L coR-act
{__SECRETINA D

Fig.2.- Esquama del mecanismo de control nerviosc
¥y endocrinc de la secrecidn gdstrica de dcido y
pepsindgeno. Fase cefilica, gdstrica e intestinal.
(modificado de Strombeck y Guilford, 1981).
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La secretina es un polipéptido lineal de 27 aminoacidos relacionado
estructuralmente con ¢l glucagdn. Es liberada por las células S de la mucosa del intestino

delgado como respuesta a la acidificacion de ésta (Harrison, 1991).

En la fase cefilica de la digestion, la vista, el gusto, olfato y el masticar el alimento,
estimula la fase tnicial de la secrecion gastrica. Fig.2. Este reflejo de respuesta esta

mediatizado por altas areas corticales del cerebro (Strombeck y Guilford, 1991).

La inervacion se realiza através del nervio vago; sus fibras terminales actian sobre
las células G secretoras de gastrina, células oxinticas y las células principales (Miller y
cols. 1989).

La liberacion de gastrina estimuiada vagalmente es un tanto resistente a la
inhibicién con atropina. Este mecanismo neural es el mayor estimulo para la secrecion de

pepsina, cantidades pequefias de gastrina y acido clorhidrico (Strombeck y Guilford, 1991).

La reduccién de la respuesta de las células oxinticas por vagotomia a gastrina ¢
histamina, no refleja una disminucion de la poblacién de este tipo de células, dosis mayores

de estimulantes pueden producir una respuesta maxima similar a la de perros intactos.

Los mas importantes determinantes de la secrecion gastrica son los acontecimientos
que ocurren en el estomago. El principal factor de la fase gastrica de la digestion es la
liberacion de gastrina, la cual es estimulada por sustancias quimicas y por distension de la

mucosa del estomago (Debas y cols.1975).

ILa presencia de alimento en el intestino (fase intestinal de la digestion) estimula ia
secrecion de acido en el estdmago. Esto es debido a la distension de la pared intestinal y
a la presencia de aminodcidos y péptidos. La respuesta es mediada por un agente humoral

llamado enteroxintina.
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Por otro lado, recientes estudios parecen confirmar la influencia de determinadas
bacterias (Helicobacter pylori) sobre la secrecién gastrica anormal (Lamers, 1992),
concentraciones de gastrina y el desarrollo de tlcera péptica en el hombre (Graham y cols.
1993; Mossiy cols. 1993; Mulholland y cols. 1993; Queiroz y cols. 1993).

También es liberada la colecistoquinina y puesto gue es un inhibidor competitivo
de la gastrina, perteneciente a la misma familia, y un débil inductor de la secrecién acida,

la respuesta gastrica es menor (Strombeck y Guilford, 1991),

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

gastrointestinal son inhibitorios. Este mecanismo puede ser neural y humoral.

El anico reflejo neural es un reflejo bulbofiindico que es estimulado por el acido
en ¢l duodeno. La presencia de acido en el duodeno reduce la secrecidn de dcido por el
estomago. Los agentes humorales que son liberados por la mucosa intestinal ¢ inhiben la

secrecion gastrica pertenecen a la familia de la secretina.

En la hiperplasia de las células productoras de gastrina practicamente no se
observan cambios en la respuesta sérica de gastrina tras la inyeccion de secretina. Sin
embargo, tras una comida de prueba el aumento es llamativo: mayor del 200% (Harrison,
1991).

L.a familia de la secretina incluye el polipéptido inhibitorio gastrointestinal, el
péptido intestinal vasoactivo, el enteroglucagon y la urogastrona. Todos ellos inhiben tanto
la secrecién de Acido clorhidrico como de pepsindgeno, excepto la secretina que estimula

la secrecion de este Gltimo.

Parece existir, ademds, un control hipofisario, dado que la hipofisectomia causa
atrofia de la mucosa gastroduodenal y reduccién, por tanto, de la poblacidon de células G.
Esta accidén podria estar mediada por la funcion tiroidea, ya que el hipotiroidismo se
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acompafia de hiposecrecion de gastrina, mientras que los niveles de hormona aumentan en
el hipertiroidismo. Determinadas sustancias pueden suprimir la liberacion de gastrina antral

en el perro (Lau y cols. 1990).

En el hombre la secrecion de gastrina aumenta con la edad (Todd-Sanford-
Davidsohn, 1984). También se incrementa a lo largo del embarazo, llegando a un maximo
en el parto. Se ha observado un ritmo circadiano en la secrecién de la hormona; los niveles
mas altos se situan entre las 20 y las 24 horas, y los més bajos al final de la noche. En
situaciones de ayuno la gastrina pierde su ritmo secretor. La multiplicacién celular en el
- aparato digestivo tiene también un ritmo circadiano y parece que la ritmicidad secretora
de la gastrina esta implicada en este fenémeno, estimulando la proliferacidn y division

celular (Fernandez-Tresguerres. 1989).

La grasa en ¢l intestino causa inhibicién de la secrecion gastrica por un mediador
humoral, al cual se ha denominado enterogastrona. La presencia de grasa en el intestino

también inhibe la liberacion de gastrina (Strombeck vy Guilford, 1991).

Recientes estudios indican que la inhibicion de la secrecién dcida gastrica por
perfusion experimental del colon con un acido graso (dc. oléico), no es debida a una

inhibicién de la liberacion de gastrina (Hashimoto y cols. 1991).

El péptido liberador de gastrina (GRP) es un péptido lineal que contiene 27
aminoacidos y estd relacionado funcional y estructuralmente con bombesina (aislada de la
piel de ranas: Bombina bombina y Bombina variegata). E1 GPR ha sido aislado de la

mucosa intestinal del cerdo.

En ambas sustancias los 10 aminoacidos del extremo carboxilico son idénticos,

salvo la sustitucién de histidina (GPR) por glutamina (bombesina) en la posicion 8.

Se ha detectado alta inmunoreactividad semejante a bombesina en cerebro de
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‘mamiferos (hipotdlamo). Nervios conteniendo GRP estdn presentes a lo largo de tedo el
tracto intestinal y en pulmén fetal, asi como en ciertos carcinomas pulmonares humanos
(De Groot, 1989).

De una amplia reseccion de intestino delgado resulta hipersecrecion de dcido
gastrico. Se ha postulado que un inhibidor de ia liberacion de gastrina seria activado, 6 que
una funcion importante del intestino es retirar y degradar la gastrina (Catrambone y cols.
1980).

Las células D de la mucosa antral contienen somatostatina (Jubb y cols. 1993} y
presentan unas prolongaciones citopldsmicas que se extienden entre las células vecinas
productoras de gastrina. La somatostatina inhtbe la liberacion de gastrina por sus efectos

locales (paracrinos) sobre las células productoras.

En la porcion del estbmago donde se secreta acido, las prolongaciones
citoplasmicas de las células D se mantienen en intimo contacto con las células parietales

y otros tipos celulares (Harrison, 1991).

2.1.3. ACCIONES DE LA GASTRINA.

Dentro de las hormonas reguladoras de la funcién gastrointestinal, la gastrina
(familia de la colecistoquinina) pertenece al gupo de los péptidos circulantes (tabla 1) y
tiene una molécula basica de 17 aminodcidos frente a los 33 de la colecistoquinina. Los C-5

terminales son idénticos en ambas hormonas (DeGroot, 1989).

La gastrina es la mitad de potente que la colecistoquinina en la secrecion de
enzimas pancreaticos en el perro, siendo este efecto més activo en el perro que en el

hombre (Ponter y Duvaux-Ponter, 1993).

La gastrina estimula la secrecién de electrolitos, agua y enzimas en el estdmago,
pancreas, higado e intestino delgado (Brent, 1986)
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Tiene accion estimulante sobre el musculo liso: porcion inferior del eséfago,

estébmago, intestino delgado, colon y vejiga de la orina (Bauer, 1986).

HORMONAS | PEPTIDOS PEPTIDOS
CIRCULANTES | PARACRINOS | PERIFERICOS
(rastrina Somatostatina Somatostatina
Polipéptido pancredtico Sustancia P | Sustancia P
Secretina Péptido intestinal rPéptido intestinal
vasoactivo vasoactivo
| Colecistoquinina 1 Bombesina
Motilina 4 Encefalina
Péptido inhibitorio
gAstTico
Neurotensina
Enteroglucagon

Tabla.1.- Péptidos hormonales clasificados por ssu modo de accion (Smith y Price, 1991).

Produce efecto inhibitorio sobre el misculo estriado: esfinter pilorico, ileocecal,
de Oddi (Bauer, 1986; Brent, 1986, DeGroot, 1989).

Accion estimulante del crecimiento de la mucosa gastrica (Kaplan, 1986; Ponter
y Duvaux-Ponter, 1993).

Provoca incremento det flujo sanguineo en intestino delgado y pancreas (DeGroot,
1989).

Pero su principal accién fisiologica es, como ya se ha indicado, estimular la

secrecion dcida gastrica. Este efecto se lleva a cabo por tres mecanismos (Fernandez-
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Tresguerres, 1989);

-Estimulo directo de las células parietales.
-Estimulo de ia liberacion de histamina.

-Potenciacion de 1a accion de la histamina.

Ademas, la gastrina es un potente agente tréfico de la mucosa gastrointestinal y del
pancreas (Brent, 1986), accion que lleva a cabo mediante el estimulo de 1a sintesis de DNA
y RNA, involucrados en el crecimiento tisular. Evita la atrofia que aparece en la rata tras

la hipofisectomia (Fernandez-Tresguerres, 1989).

Los individuos que padecen tumores secretores de gastrina, presentan hipertrofia
e hiperplasia de la mucosa gastrointestinal. También parece tener esta hormona un papel

en la maduracion del tracto digestivo.

La gastrina estimula la secrecion de pepsina e incrementa el flujo sanguineo en la
mucosa gastrica. Esto produce mayor secrecién de agua y electrolitos en el estémago,

pancreas e higado. Estos efectos se potencian por accién de la histamina.

La gastrina parece aumentar la presion del esfinter esofagico inferior en dosis
suprafisiolégicas. También lentifica la evacuacion gastrica, a pesar de aumentar la
frecuencia y la fuerza de las contracciones a nivel del estdmago proximal (Femandez-

Tresguerres, 1989).

La gastrina reduce la absorcion de agua, K’ y Na™ a nivel de yeyuno y provoca la
liberacién de tirocalcitonina mediante administracion exogena en dosis suprafisiolégicas.
Asimismo, parece desempefiar una funcion en la liberacion de insulina en respuesta a una

carga glucidica.
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2.1.4. ELIMINACION.

Se cree que la gastrina se cataboliza y elimina en un 40% por los rifiones por
actividad peptidédsica (Bauer, [986. Kaplan y Pesce, 1986). También el intestino deigado
juega un papel en el metabolismo (Catrambone y cols. 1980; Bauer, 1986).

El duodeno puede ser el lugar mas importante en el control inhibitorio de la

secrecion acida y liberacion de gastrina enddgena en el perro (Parekh y cols. 1988).

El higado solo elimina fragmentos de 1a molécula de gastrina de la circulacion. Este
“érgano es considerado el méas importante en la eliminacion de hormonas endocrinas
intestinales de la circulacion portal; pero tanto la colecistoquinina como ia gastrina intacta
no son catabolizadas por el higado. Si esta viscera eliminara la hormona antes de alcanzar
los o6rganos diana todos sus efectos se perderian (Strombeck y Guilford, 1991). No
obstante, los fragmentos COOH terminales mas pequefios de la gastrina, como el
pentapéptido, pueden ser cast completamente depurados por el higado en un solo paso por

esta viscera.

Se ha sugerido que existe un sistema portal entre el antro y el fundus del estémago
que transportaria directamente la gastrina a sus lugares de accién. Aunque dada la
proximidad de las células G antrales a las oxinticas de la pared puede existir una accion
directa sobre estas Gltimas al quedar ia gastrina liberada en la luz del estomago. El pulmén

y el lecho vascular parecen ser sitios de inactivacion (Fernandez-Tresguerres, 1989).

Es posible que la gastrina sea degradada por proteasas en el endotelio vascular y
retirada del organismo en multiples lugares (Strunz y cols. 1978).

2.1.5. VALORES NORMALES DE GASTRINA EN SUERO.
Los valores normales de concentraciones séricas de gastrina en ayunas varian segin
los distintos laboratorios. Las variaciones de la especificidad de los anticuerpos y de la

potencia de las diferentes preparaciones estandar pueden ser responsables de estas
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diferencias.

Ademas, las proteinas séricas determinan una inhibicién especifica del

radioinmunoanalisis para la gastrina, que varia segin el antisuero.

La G-17 tiene cinco veces mayor potencia endégena (concentracién sanguinea
. requerida para lograr una velocidad de secrecidn acida determinada) que G-34, tanto en el
perro como en el hombre (Kaplan y Pesce, 1986). Es probable que la G-17 represente casi

toda la gastrina circulante bioldgicamente activa después de una comida normal.

Los analists con filtracién por geles indican que €l incremento sérico postprandial
es casi enteramente el resultado del aumento de G-17 v G-34. La concentracién maxima
de G-17 puede detectarse a los 20 minutos de la ingestion de comida, la concentracion pico

de G-34 se observa después de 45-60 minutos (Kaplan y Pesce, 1986).

En general, en individuos humanos normales, los niveles en ayunas de gastrina en
plasma estan inversamente relacionados con la velocidad de secrecion gastrica de acido

(Todd-Sanford, 1984).

Los valores establecidos en ¢l hombre con el mismo sistema de deteccion empleado
en nuestro trabajo fue de 68.5 pg/ml, en un grupo control de 75 individuos considerados

normales (Cis bicinternacional, 1990),

Becton Dickinson (1991), en su kit de gastrina, establece para 135 voluntarios sanos
(61 mujeres y 74 hombres) un valor medio de 49.6 pg/mi. con un rango de 25-111 pg/ml.

Estos valores se distribuian normalmente después de una transformacion logaritmica.

Happé y cols. (1980) en un estudio sobre 17 perros clinicamente normales
obtuvieron una concentracion media de gastrina en suero de 70.9 pg/ml. Drazner (1981)

€N un perro en ayunas obtuvo una tasa de 39 pg/ml. Los valores normales usuales en el
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hombre son inferiores a 25 pmol/litro 6 50 pg/ml (equivalentes de G-17 humana) segiun
Kaplan y Pesce (1986).

La gastrina | humana sintética presenta variabilidad segun los lotes, la porcina es
mas estable (Accary y Bonfils, 1973). Es dificil fijar un valor normal de¢ gastrinemia. Los
resultados obtenidos varian de unos autores a otros, incluso de unos trabajos a otros del

mismo autor.

La eleccion de la hormona utilizada como estandar juega un importante papel, una
baja de la reactividad inmunologica de la hormona estandar implica tasas plasmaticas mas

elevadas.

Algunos cambios en la degradacién de la gastrina pueden no ser detectados por RIA
{Lewin y Willie, 1977). Sin embargo, la inmunidad cruzada con colecistoquinina-
pancreozimina (CCK-PZ), que portan igualmente el tetrapéptido terminal: TRY-MET-ASP-
PHE-NH,, no parece ser un factor de error (Accary y Bonfils, 1973).

Parece probable que G-17 represente casi toda la gastrina circulante biolégicamente

activa presente después de una comida normal (Kaplan, 1986).

En el hombre, la tasa de gastrina aumenta con la edad (individuos entre 60 y 79
aflos mdés de tres veces superiores a los de 20-39 afios) (Accary y Bonfils, 1973). Sin
embargo, para otros autores, estos incrementos serian pequefios (Todd-Sanford, 1984). Se
observan variaciones circadianas (Fernindez-Tresguerres, 1989), aunque este hecho ha sido
discutido por diversos autores (Accary y Bonfils, 1973). También aumenta durante el

embarazo y no hay datos objetivos sobre la influencia del sexo.

En el hombre, el pico maximo en el incremento de gastrina sérica total se alcanza
aproximadamente entre los 30 y 60 minutos tras la ingestion de alimento y luego declina

hacia los valores basales en el curso de 1 a 2 horas (Kaplan y Pesce, 1986).

32 Revisién Bibliografica



Los analisis por filtracion con geles indican que el incremento sérico postprandial
es casi enteramente el resultado del aumento de G-17 y G-34. La concentracion maxima
de G-17 puede detectarse a los 20 minutos de la ingestion de comida, mientras que la

concentracion pico de G-34 se observa después de 45 a 60 minutos (Kaplan y Pesce, 1986).

En el perro, los niveles de gastrina sérica se incrementan hasta un pico de 160 pg/ml

después de comer (Brent, 1986).

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

concentracion de gastrina plasmatica en 146.3 + 16.6 pg/ml (Fox y cols. 1990).

En otro trabajo sobre doce perros normales, los valores en ayunas eran inferiores
a 100 pg/ml y el valor maximo postprandial inferior a 200 pg/ml, que se alcanzaba entre

los 15 y 30 minutos tras la ingesta (Gabbert y cols. 1984).

Se han seflalado (Strombeck y Guilford, 1991) valores en ayunas en el perro entre
23y 190 pg/ml, con unos incrementos después de la comida de 20 a 70 pg/ml.

Zhang y cols. (1990), determinando las concentraciones de gastrina en suero en
pacientes con ulcera duodenal observaron que eran muy inferiores a los niveles que

aparecian en el jugo gastrico y las desviaciones estandar eran altas.

2.1.6. VALORES PATOLOGICOS.

Un aumento muy marcado de gastrina inmunoreactiva en suero aparece en el
sindrome de Zollinger Ellison, provocado por la existencia de un tumor secretor de
gastrina, con valores superiores a 1000 pg/mi (Drazner, 1981; Happé y cols. 1980; Kaplan
y Pesce, 1986; Harrison, 1991).

Se han comunicado concentraciones de gastrina de hasta 2.780 pg/ml. en dicho

sindrome (Shaw, 1988). La localizacion mds frecuente del tumor -gastrinoma- es
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pancreatica, aunque también puede localizarse en estémago y duodeno y en muy raras

ocasiones fuera del tracto gastrointestinal (Smith y cols, 1991; Hirai y cols, 1993).

Valores de 200 a 400 pg/ml pueden aparecer en la gastritis cronica, gastritis
atrofica, anemia perniciosa, fallo renal ¢ronico, antagonistas H2, sindrome de intestino

corto y vagotomia (Strombeck y Guilford, 1991).

En un estudio experimental en perros en los que s¢ habia practicado una reseccion
de duodeno proximal, se observo un aumento de la tasa de gastrina (Catrambone y cols.
1980).

En el perro se han sefialado elevaciones de gastrina sérica en asociacion con
aclorhidria (Strombeck y Guilford, 1991).

Fox y col. (1990), ha observado una disminucion en los niveles de gastrina
plasmitica en perros con tumores de células cebadas (mastocitomas), aunque no encuentra
relacion significativa entre la concentracion de la hormona y los diferentes estadios clinicos
de la enfermedad. Emplea un lote de diez perros normales como grupo control y concluye
que la concentracion de histamina plasmatica puede ser empleado como un parametro para

evaluar la respuesta al tratamiento.

En el hombre, los niveles de gastrina sérica en pacientes con carcinoma de antro
no difieren de la poblacion control. Sin embargo en los pacientes con carcinoma de cuerpo
de estémago y de la conjuncién cuerpo-antro, la elevacion de gastrina era significativa
(McGuigan y Trudeau, 1973).

En la hiperplasia de células G y en la artritis reumatoide se han sefialado aumentos

de los niveles de gastrina (Walsh, 1975; Smith y Price, 1991).

Ciertos factores agresivos pueden ser capaces de liberar hormonas digestivas como
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se ha observado en el carnero, en el cual la frecuente infestacidn del cuajar por Ostertugia

circumcincta es causa de hipergastrinemia (Bell, 1978).

En el hombre se ha comprobado en los ultimos afios que muchos pacientes con
gastrinoma poseen niveles de gastrina que se superponen con los valores limite de

individuos normales y de personas con ulcera péptica (Kaplan y Pesce, 1986).

Se han establecido por ello, unas pruebas funcionales de estimulacion para el
diagnostico diferencial del gastrinoma. Las mas empleadas son: comida de prueba estandar,

prueba de la secretina y la estimulacién con calcio.

Mientras la secrecion de gastrina no se altera normalmente tras la ingestién de
comida en pacientes con gastrinoma, si lo hace de manera pronunciada tras la inyeccion
1.v. de secretina en la mayoria de estos pacientes, al contrario que en individuos normales
(Willard y cols. 1993).

Después de una infusién de calcio, el nivel sérico de gastrina aumenta
considerablemente en pacientes con gastrinoma (Willard y cols. 1993). Aunque el calcio
puede provocar elevacion de gastrina sérica en personas normales y pacientes con flcera
duodenal, estas respuestas normalmente son mucho 'mcnoreS que las detectadas en el curso
del tumor (Kaplan y Pesce, 1986).

2.1.7. BASES ANATOMOTOPOGRAFICAS Y FUNCIONALES.

El aparato digestivo del perro es el tipico de un mamifero carnivoro y esta
constituido por el tubo digestivo y las glandulas anejas, los cuales conjuntamente ejercen
la funcién digestiva.

El tubo digestivo esta formado por la boca, faringe, es6fago, estdémago, intestino
delgado (duodeno, con sus segmentos descendente y ascendente, yeyuno proximal y distal

¢ ileon proximal y distal), vélvula ileocecal, valvula cecocdlica, ciego, intestino grueso
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(colon proximal-ascendente vy transverso- y distal o descendente), recto y ano.

Las glandulas anejas, aquellas que desarrollan actividades directamente vinculadas
con las funciones digestivas, son las salivares (parotida, mandibular, sublingual, zigomatica

y glandulas salivares menores), higado y pancreas.

El estomago del perro no presenta regidn esofagica (no glandular), la porcion
cardial es muy pequefia y esta adyacente a la mucosa esofagica, la region fundica ocupa
aproximadamente la mitad del estomago y se halla dividida en dos zonas: una zona clara,
en la que la mucosa es delgada y solamente hay presente algunas células parietales, y una
zona oscura adyacente a la regién pildrica, que tiene una gruesa mucosa, profundas criptas
gastricas vy glé.ndulas findicas tipicas. El resto del estdmago corresponde a la region

pilorica.

La region pildrica del estdmago presenta criptas muy profundas en las cuales se
abren glandulas relativamente cortas situadas en la ldmina propia de la mucosa gastrica.
Estas gldndulas constan de células mucosas de citoplasma palido entre las que se
encuentran las células endocrinas, principalmente G (gastrina) y D (somatostatina) (Jubbs
y cols, 1993).

La pared del tubo digestivo esta formada por diferentes capas. De fuera a dentro se
distingue la tinica serosa, de escaso espesor, cubre la superficie exterior del 6rgano y esta
formada por una delgada capa conectiva y el mesotelio que la recubre. La tinica muscular
presenta dos capas, una externa, de fibras longitudinales y otra interna de disposicion
circular. L.a capa submucosa con numerosos vasos sanguineos y la tiinica mucosa con una
fina capa muscular, la muscular de la mucosa, que envia haces delgados de fibras hacia et
epitelio y que se intercalan entre las glandulas. En la mucosa se distingue la zona glandular,

la zona de las fosetas o criptas y el epitelio cilindrico simple de revestimiento.

Las glandulas piléricas contienen células de tipo mucoso con nucleo aplanado y
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basal y citoplasma rosa palido, que junto con las glandulas cardiales refuerzan la
produccion de mucus de las células muciparas superficiales. La mucosa pilérica del perro
no contiene zimogeno pero secreta pepsinogeno v mucina (Krause y cols. 1977). El otro
tipo celular corresponde a células endocrinas productoras de gastrina (Dellmann, 1971; Di
Fiore, 1986).

La mucosa de la region fundica gastrica presenta diferentes tipos celulares que
pueden ponerse de manifiesto por sus caracteristicas tintoriales. Las células mucosas del
cuello son suavemente acidoéfilas. En el cuerpo, las células principales, adelomorfas o
cimogénicas son basofilas y las células de revestimiento o accesorias fuertemente
acidéfilas. Las células parietales o delomorfas del fondo son intensamente acidofilas (Di
Fiore, 1986).

Los nucleos de las células glandulares piléricas se sitian en la base de las células
en disposicion horizontal. En la profundidad de las fosetas piléricas y tubulos glandulares
proximos adoptan disposicion vertical (Di Fiore, 1986).

Las glandulas piloricas estan muy ramificadas, se agrupan en paquetes de tamafio
aproximadamente igual, mediante ramificaciones de la muscular de la mucosa que
ascienden hasta el epitelio. En los carnivoros existe un estrato subglandular formado por

tejido conectivo compacto muy resistente.

Hemos comprobado que la longitud total del intestino de un perro de talla media,
medida desde el esfinter pildrico hasta el ano, es de 2.60 metros, es decir, sensiblemente
menor a la indicada por algunos autores, que sefialan para e} intestino delgado dei perro una
longitud media de unos cuatro metros, siendo el duodeno la porcién maés corta (25 cm), y

el yeyuno la mas larga (hasta 8 asas de intestino) (Sisson, 1973).

Después de la muerte y €l cese de las contracciones peristalticas, el intestino

incrementa su longitud debido a la pérdida del tono muscular (Miiler, 1979).
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En el duodeno se encuentran las glandulas de Lieberkiihn, mds superficiales v
fuertemente tefidas, y las de Brinner, mas numerosas y suavemente acidofilas. En los
fondos de las glandulas de Lieberkuhn se sitiian unas células serocimogénicas con
citoplasma répleto de granulos acidofilos y nucleo basal, denominadas células de Paneth.

Estas células no estdn presentes en los carnivoros ni en el cerdo (Grau y Walter, 1975).

Las células argentafines, argirdfilas, cromoargentafines o enterocromafines se
encuentran distribuidas junto a las anteriores y a lo largo de todo el tubo digestivo.
Presentan granulaciones citoplasméticas con gran afinidad por las sales de plata y cromo.
Son las denominadas células basigranulosas de Kultschitzky, sus nilicleos no estan tan
desplazados hacia la base y se ha demostrado que contienen serotonina (D1 Fiore, 1986).

Las células enterocromafines no se encuentran en los carnivoros (Grau y Walter, 1975).

La coloracion de plata revela estas células y las fibras de reticulina o argiréfilas

existentes en la lamina propia.

En la submucosa de la porcién inicial del duodeno existen unos acumulos de
glandulas tubulares ramificadas y enrolladas denominadas glandulas duodenales o de
Briinner. Sus células son de tipo mucoso y
producen en el hombre una glucoproteina neutra. Su producto de secrecion es alcalino y
parece que.su funcion es proteger a la mucosa duodenal de la acidez (Junqueira, 1987). En
el perro existen glandulas duodenales solo en la inmediata proximidad del piloro (bulbo
duodenal) (Dellmann, 1980),

El conducto pancredtico menor y el conducto biliar {que nos ha servido de
referencia) se abren en el duodeno a unos 5-8 cms. del piloro, dependiendo de individuos

y razas, y el conducto pancredtico mayor a unos 2,5-5 cms. mas atras (Sisson, 1973).

No obstante, en el perro se han descrito cinco posibilidades diferentes en io que

respecta al origen, trayecto y desembocadura del sistema de conductos pancreaticos
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(Dellmann, 1980),

El intestino grueso tiene una longitud de 60 a 75 cms.y el ciego de unos 15 (Sisson,
1973). Las medidas del ciego efectuadas por nosotros en el Pastor Aleman rondan los 10
cms.(desbridando ¢l segmento) y se encuentra a una distancia de 2.25 m. del esfinter
pildrico. En el perro el ciego se comunica con un diverticulo con la porcion inicial de
colon, no del fleon (Miller, 1979).
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3. MATERIAL Y METODOS



3.1. TECNICAS INMUNOCITOQUIMICAS.

3.1.1. ANIMALES EMPLEADOS EN EIL ESTUDIO.

Se utilizaron 17 perros -un tercio de los cuales eran hembras- sin patologia

gastrointestinal previa, con edades comprendidas entre 0 y 17 afios y de las siguientes razas:

- Pastor Aleman (7)

- Pastor Belga (2)

- Gran Danés (2)

- Collie (1)

- Mastin de los Pirineos (1)

- mestizos (4)

3.1.2. METODOLOGIA DEL SACRIFICIO.

La eutanasia se realiz mediante el empleo de un barbiturico de accion corta, ¢l
pentobarbital sodico (Euta-Lender. Normon), al 20% en solucion inyectable administrado
por via infravenosa (vena cefalica). La dosis fue de 10 ml para perros de hasta 15 kg y de

15 - 20 ml para animales entre 30 y 40 kilogramos de peso.

3.1.3. METODOLOGIA DE LA NECROPSIA.

Las necropsias se realizaron en el Centro Militar de Veterinaria segin el
procedimiento habitual (Gdzquez, 1989), en la mayoria de los casos inmediatamente tras

la eutanasia y siempre dentro de las 24 horas siguientes.

Colocado el animal en decubito supino se practicaba una incision desde la base
intermandibular hasta la sinfisis pélvica, levantando Ia piel de la mitad superior e inferior

del cuerpo y retirdndola a ambos lados.

La abertura de la cavidad abdominal se realizd practicando un corte por la linea

blanca desde la apéfisis del esternon hasta la regién del periné. Seguidamente, se realizaron
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dos cortes retrocostales desde la apofisis xifoides hacia ambos lados.

Se practico incisidn en curvatura mayor del estomago, siguiendo la insercion del
omento mayor, a través de la porcion pilérica, esfinter pilérico y a lo largo del duodeno y

tramos posteriores de intestino.

Se eviscerd ¢l aparato digestivo mediante doble ligadura a nivel del cardias y del
recto a la entrada de la pelvis, seccionando posteriormente en direccion caudal junto con
¢l mesenterio y pancreas.

Se obtuvieron muestras seriadas de los diversos tramos intestinales tomando como
referencia el esfinter pilérico, midiendo cuidadosamente la distancia desde ese punto al de

las diferentes muestras.

Las piezas extraidas para este estudio correspondian a estomago completo, duodeno
descendente y ascendente, pancreas, yeyuno proximal y distal, ileon proximal y distal y
colon proximal y descendente. En algiin caso también se obtuvieron muestras de mucosa

oral, glandulas salivares principales, esofago, higado, ciego y recto.

Las piezas anatémicas fueron procesadas para inmunochistoquimica optica a los 2 -
7 dias de la inclusion en el fijador y en ocasiones al cabo de 20-30 dias, no aprecidndose

diferencias significativas en los resultados.

3.1.4 MATERIAL PARA EL ESTUDIO HISTOLOGICO.
-Formol 35-40%. Panreac.
~Formol neutro tamponado. Bio-optica.
-Sustitutivo del Xilol. Shandon.
-Parafina Histoplast. 56°-57°C. Shandon.
-Resina Historesin (Reichert-Jung).
-Xileno. Panreac.
-Procesador de tejidos para inclusion Citadel 1000 (Shandon).
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3.1.5.

Para preparar el PBS afiadir a partes iguales PBS 2x y agua.

-Estacién formadora de bloques Histocentre-2 (Shandon).
-Microtomo S.C.I.L. M1 {Shandon).
-Microscopio Nikon Optiphot de 6ptica plana.

-Dispositivo automatico para microfotografia Nikon HFX. Peliculas de diapositivas
KodaK Ektachrome de 100 Asa y Polaroid y negativos Konica XG100 y Agfa de

100 Asa.

MATERIAL PARA INMUNOCITOQUIMICA OPTICA.

-Portaobjetos pretratados. Kreatech.

-Cassettes portamuestras. Shandon.

-Moldes para bloques. Shandon.

-Peroxido de hidrégeno al 30%. Probus.

-Metanoi absotuto. Normasolv.
-Etanol absoluto. Panreac.

-Agua destilada y desionizada

-Fosfato Buffer Salino (PBS) pH 7.2).

Preparaéién de PBS 2x:

Si es PO,HNa,. 2H,0O ...... 9.07 g,
Sies PO,HNa,. 12H,0... 1820 g.

AGUACSD. oo 3 litros.
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3.1.5.a. Material para la técnica de estreptavidina-biotina-peroxidasa.
Reactivos suministrados por Zymed Laboratories Inc. 458 Carlton Court, South San
Francisco, CA_ 94080, distribuido por Imico.

-Solucion bloqueante de peroxidasa enddgena. Una parte de agua oxigenada al 30%

y nueve partes de metanol absoluto.

-Solucion de suero normal de blogueo de uniones inespecificas. 10% de suero no

inmune de cabra.

-Anticuerpo primario (anti-gastrina). Anticuerpo policlonal obtenido en conejo,
diluido en PBS conteniendo BSA y 0.05% de azida de sodio (NaN,). El antisuero
se obtiene en conejos blancos por inoculaciones repetidas de gastrina I humana
sintética emulsionada en un adyuvante.

-Anticuerpo secundario biotinilado (cabra anti-conejo unido a biotina)

-Enzima conjugado. Peroxidasa conjugada con estreptavidina.

-Sustrato buffer concentrado.

-Solucién cromégena concentrada. AEC en DMF.

-Peroxido de hidrogeno al 3%.

Una vez preparada la mezcla cromégena se debe proteger de la luz y emplear antes

de una hora.

-Solucién de Hematoxilina para tincion de contraste.
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-Solucion para montaje acuose GVA.

3.1.5.b. Material para la técnica de inmuno-oro coloidal-plata.
Reactivos suministrados por Biocell Research Laboratories. Cardiff Business
Technology Centre. Senghenydd Road, Cardift CF2 4AY, UK.

Distribuidos por Imico.

-Conj ugado de oro coloidal de Snm.
-Solucton iniciadora de plata.
-Solucidn reveladora.
-Solucion buffer para el conjugado. Tris a pH 8.2 con 0.1% BSA. Contiene:
2.42 g. Tris Base.
1.3 g. Azida de sodio.
8.77 g. CINa.
1 g. Albimina sérica bovina.
800 ml. dd H,0.

-Seroalbumina Bovina (BSA). Sigma Chemical Corp.
-Eosina sol. acuosa. Bio-Optica.

3.1.6. MATERIAL PARA INMUNOCITOQUIMICA ELECTRONICA.

3.1.6.a Material para la técnica de inmuno-oro coloidal.

-Anillas de cobre para recogida de cortes.

-Rejillas de cobre o niquel circulares de 100, 150, 200 y 300 Mesh. (seccién
cuadrada). Cubiertas 0 no con formvar al 0.25% en cloroformo.

-Viales eppendorf para polimerizacion.

-Glutaraldehido 25%. Merck.

-Formaldehido 35-40%. Panreac.

-Paraformaldehido. polvo. Panreac.
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3.1.7.

-Acido ténico al 8%.

-Resina Unicryt. British Biocell International.

-Resina epoxi Araldita (CY212).

-Albumina sérica bovina (BSA). Sigma Chemical Corp.
-Suero normal de cabra (NGS). Zym.ed.

-Ac. 1° (anti-gastrina), Zymed.

-Inmunoconjugado con particulas de oro de 15 nm. BioCell.
-Solucion Buffer. PBS.

-Tween 20. Panreac.

-Capsulas de gelatina para inclusién.

-Cémara UV para polimerizacion.

-Dos lamparas UV de 8w.

-Estufa de polimerizacion.

-Agifador magnético Agimatic. Selecta.

-Cuchilias de cristal y diamante.

-Cuchillas de vidrio con cubetas ("balsas"} de flotacion.
-Ultramicrotomo LKB Ultrotome U 2088.

-Microscopio electronico de transmisioén Zeiss EM10C, Resolucion 0,2-0,3 nm.
Aumentos: 30x a 500.000x.

-Sistema de fotografia: placas fotograficas de 6.5 x 9 cm. (Agfa, Scientia Film) y
pelicula Agfaortho 25 y Agfapan APX 25.

-Revelador "Rodinal Special" (Agfa).

-Ampliadora "Meopta" (Mod. Magnifax 4).

MATERIAL DIVERSO DE LABORATORIO.
-Pipetas graduadas.
-Pipetas Pasteur.
-Cristalizador.
-Micropipetas de volumen variable Socorex 821.
-Puntas de pipeta. Daslab.
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-Estufas de incubacion (37-60°). Selecta
-Jarras de vidrio verticales.

-Cubetas de tincion.

-Gradillas para portaobjetos.

-Camara hiimeda.

-Bafio termostatico Precisterm (Selecta).

-Cubetas para bafios. Labonord.
-Portaobjetos. Menzel-Glaser.
-Cubreobjetos. Hirschmann.
-Tubos de ensayo.

-Cubetas de tincion. Labonord.
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3.2. TECNICAS INMUNOCITOQUIMICAS PARA MICROSCOPIA OPTICA.

3.2.1. INTRODUCCION,

En este estudio se han empleado dos técnicas inmunohistoquimicas. En la primera,
estreptavidina-biotina-peroxidasa {SBP), se realiza un marcaje indirecto (empleo de Ac.
2° o puente), visuahizandose la reaccion mediante un enzima que actia sobre un sustrato

Cromogeno.

La estreptavidina es una proteina con peso molecular de 60000 daltons aislada de
Streptomyces avidinii. Tiene cuatro subunidades idénticas de alta afinidad para unirse con
una variedad de moléculas marcadas sin afectar adversamente sus enlaces caracteristicos

con biotina.

La biotina es una vitamina soluble en agua que puede ser acoplada a diversas

proteinas y acidos nucleicos.

La estreptavidina no contiene el aminoécido triptofano ni practicamente arginina.
La avidina no contiene alanina, acido alfa-amincbutirico ni dcido glutdmico (Chaiet y
Wolf, 1964).

La segunda técnica empleada, inmuno-oro coloidal-plata (IgGGS), utiliza una
inmunoglobulina conjugada con particulas de 0ro que se unen al complejo Ag-Ac primario.
En este caso, la sefial, particulas de oro de 15 nm., esta por debajo del limite de resolucion
del microscopio dptico, por lo cual empleamos una solucion de plata que se deposita sobre

las particulas de oro aumentando la sefial hasta hacerla visible.

Los dos enzimas mas empleados en inmunohistologia son la fosfatasa alcalina (AP)

de mucosa de ternera y la peroxidasa de la raiz de rabano (POD).

La fosfatasa alcalina se encuentra en altas concentraciones en la mucosa intestinal,
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placenta, rifion, higado, pulmén y bazo. Su bioqueo se realiza con levamisole 1 mmol/l

afadido al sustrato.

Los isoenzimas intestinal y placentario pueden ser bloqueados por tratamiento de
las secciones antes de la tincion: incubacion en dcido acético al 20% durante 15 minutos
a 4°C, 6 acido peryodico 2,3% durante 5 minutos seguido de borohidrato de potasio 0,02%,

2 min.

La peroxidasa se encuentra en leucocitos, higado, bazo, Gtero, glandulas lagrimales,
mucosa intestinal, pulmoén. Es posible bloquearla por incubacion de las secciones antes de
afiadir el anticuerpo primario, en una solucion de 1 parte de H,O, al 30% y 9 partes de

metanol absoluto.

Altos nmiveles de peroxidasa endogena pueden interferir sustanciaimente con la
interpretacion de la inmunoreactividad especifica, sobre todo, en dreas de extravasacién

de células rojas sanguineas y dificultar la interpretacion.

En ambos métodos se ha empleado un anticuerpo policlonal anti-gastrina humana

obtenido en conejo blanco.

Ademas, se han realizado inmunotinciones frente a citoqueratinas y vimentina.
Técnicas de tincion habituales: hematoxilina-eosina y azul de toluidina al 1% (en borax al
1%6) durante un minuto, esta ultima sobre secciones semifinas de 1-2 micras incluidas en

resina Historesin (Reichert-Jung).

Para la infiltracién de las muestras en Historesin se prepard una solucién de resina
(hidroxietiimetacrilato) 10 cc y endurecedor I (peroxido de benzoilo) 0.1 grs. a temperatura
ambiente durante un tiempo variable (entre una y doce horas), segin el tamafio de la

muestra.
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La inclusion se realizo sumergiendo las piezas en solucién de inclusion (sol. de
infiltracion 3.1 cc y endurecedor 11 0.2 cc), en capsulas de gelatina. Una vez orientadas las

muestras en el molde, se dejaron polimerizar a temperatura ambiente durante una hora.
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3.2.2. METODO DE ESTREPTAVIDINA-BIOTINA-PEROXIDASA (SBP).
3.2.2.a. Preparacion,
La fijacion se realizo con formol tamponado al 10% (sin glutaraldehido), aunque

pueden emplearse otros fijadores.

Antes de realizar los cortes enfriamos los bloques de parafina a varios grados bajo
cero. Las secciones de tejido eran de 4 micras y reforzamos su adherencia al portaobjetos,
ya que el proceso de tincion es largo e incluye diversas incubaciones y lavados. Esto es
muy importante cuando se utilizan tratamientos previos con proteasas (tripsina..). Nosotros
hemos empleado un producto comercial "Coat-Quick"S, para facilitar la adherencia,

aunque también hay portas en el mercado que llevan ¢l adhesivo incorperado.

Una vez recogidas las secciones del bafio maria se dejaron secar suavemente toda

la noche a 37° o una hora a 50°.

El material embebido en Paraplast, por ejemplo, puede presentar una retencion
considerable de este medio después del tratamiento de rutina con xileno. El calentamiento
de los portaobjetos justo por debajo del punto de fusién del medio de inclusion (55°C),
antes de desparafinar, es eficaz para evitar la tincidn de fondo (DeLellis, 1981).

3.2.2.b. Descripcion de la téc.nica=

Hemos utilizado un Kit Histotain-SP (Zymed Laboratories Inc.), distribuido por
Imico. El sistema utiliza estreptavidina con unidn covalente a peroxidasa (SP), este método
es de 4 a 8 veces mds sensible que el método avidina-biotina complex (ABC)yde 8a 16

veces mas sensible que el de peroxidasa-antiperoxidasa (PAP) (Hsu y Raine, 1984).

Preparacion.
Mantenemos las secciones a 37°C durante 24h.

Pasamos a estufa a 55°C durante 10 min.
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Desparafinacién:

Xiol [ 15 min.
XilolM I oo 15 min.
Alcohol etilico abs. ...... 10 min.
Alcohol " 96° ... 10 min.
Alcohol " 70° ... 10 min.

Introducimos las muestras en PBS o agua destilada un minimo de diez minutos.

Tincién:
1.- Sumergimos los portas en una solucidn bloqueante de peroxidasa a temperatura

ambiente. 10 min. Lavar con PBS 3 min.

2.- Afiadimos 2 gotas 6 100 microlitros (u!) de solucién de suero bloqueante (suero
normal de cabra, para bloquear las uniones inespecificas), no es necesario lavar.
Este proceso puede omitirse si el anticuerpo primario esta diluido en una solucion

conteniendo 10% de suero no inmune.

3.- Afiadimos 2 gotas ¢ 100 ul. de anticuerpo primario frente a gastrina sobre cada
seccién. Incubamos en camara humeda a 37°C durante 45 min. Lavamos bien con
PBS 3 min. La dilucion puede oscilar de 1:20 a 1:200.

4.- Aplicamos 2 gotas ¢ 100 pl. de anticuerpo secundario biotinilado (cabra anti-
conejo) sobre cada seccion. Incubar a temp. ambiente durante 10 min. Lavar bien
con PBS.

5.- Afiadir 2 gotas de enzima conjugado (estreptavidina-peroxidasa) a cada seccion.

Incubar 5-10 min. Lavar con PBS.
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6.- Afiadir 2 gotas 6 100 ul. de sustrato cromogeno a cada seccion. Incubar 10 min.

Lavar con agua destilada.
7 - Cubrir las preparaciones con Hematoxilina 3-5 min. Lavar con agua corriente.

8.- Montar con solucién de montaje en medio acuoso a base de glicol-metacrilato
GMA (2-hidroxietil metacrilato).

Todos los reactivos fueron preparados inmediatamente antes de su uso.

El color de fondo no especifico se elimina por incubacion de las secciones de tejido

€On SUere no inmune.

» Biovinz

Zatraptavidina

Peroxidasa

Paroxidasa
‘viotiniiada

Fig 3. ESQUEMA DE LA FORMACION DEL COMPLEJQ
ESTREPTAVIDINA~BIOTINA-PEROXIDASA (modificado de
Hsu y Raine, 1984)

El anticuerpo secundario biotinilado sirve de enlace entre el primario y el

conjugado de estreptavidina-peroxidasa. Al afiadir este tltimo se unira a los residuos de
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biotina que permanecen sobre el anticuerpo.

L.a presencia de esta enzima enlazada puede ser revelada por la adiccion de la
mezcla de sustrato-cromogeno. La enzima peroxidasa cataliza el sustrato (con perdxido de
hidrogeno) y convierte el cromoégeno 3-amino-9-etilcarbazol (AEC) en un depdsito
coloreado de rojo, demostrando la localizacion del antigeno. Cuando se utiliza DAB
(diamino-bencidina) el color de marcado -marron- puede modificarse e intensificarse
mediante iones metélicos, principalmente niquel y cobalto (color azu! intenso) (Hsu y
Raine, 1984).

Hemos empleado controles para la interpretacidn de los resultados: un control
positivo {mucosa pilérica), otro negativo (secciones de rifion) y un control del reactivo

(sustitucion del Ac. primario por solucién buffer).

3.2.3. METODO DE INMUNO-ORO COLOIDAL-PLATA (IgGGS).

3.2.3.a. Técnica de marcaje con oro coloidal.

Incubar las secciones una vez desparafinadas (como se sefiald en la técnica anterior)

con 50 pl. de las siguientes soluciones:

-Incubar las muestras con solucion de suero bloqueante (suero normai de cabra
inactivado por calor) durante 10 minutos (no es necesario en el caso de emplear proteina
A).

-Retirar el exceso de suero y depositar sobre las secciones el anticuerpo primario
diluido. Incubar durante 30 a 60 minutos a temperatura ambiente o a2 37°C en cdmara
himeda.

-Lavar bien con PBS con pipeta ¢ inmersion en diferentes bafios para retirar el

anticuerpo no ligado.
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-Incubar con el anticuerpo secundario-oro conjugado (anti-conejo IgG(H+L))
diluido 1:100 en PBS durante 30-60 min.

-Lavar a fondo en vanas cubetas de agua destilada desionizada para retirar todas las
partl’culas de oro no ligadas. Todos los objetos de vidrio deben estar muy limpios y el agua

debe ser pura en este paso y en los siguientes.

Opcionalmente puede fijarse con glutaraldehido al 1% en PBS durante 3 min. Lavar

después a fondo en agua destilada-desionizada.
3.2.3.b. Realzado con plata
-Mezclar una o dos gotas de cada solucion, iniciadora e intensificadora, en un tubo

a temperatura ambiente (20°C). Depositar una gotita de la mezcla sobre cada seccién.

Podemos situar un cubreobjetos sobre la preparacién para permitir que el realzado

sea observado a gran aumento.

-Observar la reaccidn hasta que se obtenga la sefial deseada. No usar una
iluminacién excesivamente intensa ya que podria calentar la reaccion y dar resultados
desiguales.

-Lavar a fondo para terminar el proceso.

-Tincién de contraste con Hematoxilina-Eosina. Montar con GMA. Tener cuidado

de no sobreteflir y anular la sefial de la plata.
-Examinar con campo claro o luz epipolarnizada.

Hemos utilizado un control positivo (mucosa pilérica), un control negativo

(secciones de higado y rifién) y un control del reactive (omitiendo o reemplazando el Ac.
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primario por sofucion salina).

Ac,.1# Lavar H—/E-

M./0.

L

Fig. 4 ESQUEMA DEL PROCEDIMIENTO DE INMUNOMARCADO
INDIRECTC EN M/E Y M/O

Los problemas mas comunes de no marcaje, alto color de fondo, etc. estan

contemplados en la literatura especializada (Beesley, 1989).

El realzado con plata lo realizamos mediante dos soluciones que se mezclan
inmediatamente antes de su uso depositandolas en un tubo separado. Una vez mezcladas,
las soluciones deberan ser mantenidas lejos de objetos metalicos y contaminantes salinos.

No es necesario fijacion.

Las soluciones tienen pH neutro, de este modo se reduce la posibilidad de eliminar
de los tejidos el oro marcado. La hemos empleado a temperaturas de entre 20°y 25°C, a la

cual la seffal toma una intensidad adecuada entre 5 y 15 minutos.

Las particulas de oro no son visibles con el microscopio optico. Con €l empleo de
procedimientos de intensificacién con plata las particulas crecen in situ, apareciendo un

color pardo/negro que muestra una localizacién mas precisa que las tinciones enzimaticas.

56 Material y Métodos



Con el empleo de luz epipolarizada se obtiene un incremento en la sensibilidad.

Es converuente afiadir 1% de detergente (ej. Tween 20 o triton) para reducir el color
de fondo hmdrofobico. Afadir hasta un 1% de gelatina, que reduce la atraccion de la
proteina no especifica, y también CINa al 5% para reducir el color de fondo por carga

ignica.

La preincubacién con buffer conteniendo estos aditivos ayuda a reducir el color de

fondo no especifico.

El Ac. primario se utilizo a dilucion 1:1 y el Ac. secundario conjugado con oro a
1:30 y 1:40. En el tejido hay un niimero indefinido de lugares de union no especifica para

ambos anticuerpos que deben ser bloqueados antes de aplicar los reactivos.

3.3. TECNICA INMUNOCITOQUIMICA PARA MICROSCOPA ELECTRONICA.

A continuacion describimos el método empleado por nosotros en este trabajo.

3.3.1. METODO DE ORO COLOIDAL CONJUGADO.
Preparacién de los fijadores
En el presente estudio hemos utilizado diferentes combinaciones de fijadores con

algunas variaciones sobre las referidas por Scala y cols. (1992).

Glutaraldehido 0.5 % - Paraformaldehido 4 %:

A continuacion describimos ¢l método empleado por nosotros en este trabajo.

*PBS ..o 98 cc

* Paraformaldehido ............ 4 gr. (PanReac 141451 PRS)

* Glutaraldehido (25%)........ 2 cc. (Merck)

*ClLCa 0025%................ 0.025 cc. (0.0125 gr. en 50 cc. H20)
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Actdo tanico 8% - Glutaraidehido 2.5%
* Glutaraldehido al 25%........ 3 cc.

También se utilizé Glutaraldehido al 2.5% en PBS y acido tanico al 2% en PBS.
Ajustar con sosa concentrada o en lentejas hasta pH normal.

Este procedimiento no puede utilizarse para inmunoticion.

Es importante que el glutaraldehido sea nuevo o al menos no tenga un pH inferior a 4,

siendo conveniente filtrarlo por milipore de 0.22 micras antes de su empleo.

PBS para inclusion:
CINa........ccooernnnenes 8gr. (135mM)
CIK..ooviviniierenne 0.20 gr. (2.7 mM)
KH,PO,.....coiei 020 gr. (1.5 mM)
Na,HPO,.......cccevnn. 1.15 gr. (8.0 mM)
HyO dest.................... 1 litro.
pH: 7.4

Lavamos la muestra (mucosa pilérica) en PBS, la introducimos en la mezcla fijadora
después de trocearla hasta un tamafio de unos 2 mm? para facilitar el corte podemos dejar

previamente las piezas mas grandes unos minutos en el fijador.

El tiempo de permanencia de las muestras en la mezcla fijadora varia segun la

concentracion de sus componentes. Nosotros las dejamos durante 3 horas.

Pasamos las piezas a PBS donde solo estaran unas horas, maximo 2 dias, en cuyo
caso afiadiremos al tampon unas gotas de paraformaldehido (en una proporcion aproximada
del 0.1%).
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El paraformaldehido es un polimero que se comercializa en forma sélida (polvo)
con una riqueza minima del 95 % . Se disuelve mal en agua tomando la solucion aspecto
lechoso con abundante precipitado, siendo necesario afiadir unas gotas de NaOH, agitando
en caliente durante unos minutos, También puede disolverse en PBS y en frasco cerrado
calentar en estufa a unos 80 - 90 grados. El pH de la solucion suele estar comprendido entre

56y58.

Preparacion del Buffer:
Buffer n°1: TBS (pH 7.6) + 2% BSA + 3% NGS
Buffer n°2: TBS (pH 7.6) + 0.2% BSA
Buffer n°3; TBS (pH 8.2) + 0.2% BSA
(NGS aprox. 3% = 0.5% NGS 10% + 1 cc Buffer).
-Affadir opcionalmente:
0.1% TWEEN 20 (evita uniones hidrofobicas)
0.1% Gelatina (evita atracciones de carga)

0.1% Caseina (evita atracciones de carga)

Nosotros utilizamos metaperyodato sodico para eliminar el OsO, y glicina para el
blogueo de radicales aldehidos.

Procesado de las muestras.
Fijacién.
Hemos realizado cuatro protocolos de fijacién con distinta finalidad:
preservar el antigeno, preservar lo mejor posible la estructura y hacer mas lento el

proceso de liberacidn de los granulos de secrecion (exocitosis).

1/ Glutaraldehido al 2.5%
Ac. Tanico al 8%

en PBS

4°C - 3 horas
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Pasar a la solucién tampon a pH 7.4

2/ Paratormaldehido (HCHO)n 4%
Glutaraldehido (C, H; O,) 0.5% en PBS
4°C - 3 horas

Pasar a la solucién tampon a ph 7.4

3/ Glutaraldehido 2.5% en PBS
4°C -3 horas

Pasar a la solucion tampon a pH 7.4

4/ Acido Téanico 2% en PBS

Ajustar con hidréxido sddico a pH 7.4
Piezas de 4-5 mm’

4°C - 15 minutos.

Lavar en PBS - 2 horas

[nmersion en Glutaraldehido al 2.5% en PBS
Pasar a la solucion tampon a pH 7.4%

Primero preparamos ¢l paraformaldehido y después afiadimos el glutaraldehido o el

acido tanico. También se realizaron fijaciones a pH 5.

Lavado.
Toda la noche en PBS
Afiadir unas gotas de fijador si se deja 2 - 3 dias.

Postfijacion.
A) 0sO, 1% 2h. PBS 30 min.

B) sin postfijacion.
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Deshidratacién.
Puede hacerse en alcohol o acetona a temperatura ambiente. Nosotros hemos

utilizado la segunda.

En acetona:

30% - 15min,
50% - 30 min.
70% - 30 min.

En algunos casos las piezas osmificadas se contrastaron con acetato de uranilo al

2% en acetona al 70% 2 h. a t* ambiente o toda la noche a 4°C, en nevera),

80% - 15 min.
90% - 30 min.
100% - 30 min.
Acetona al 100% en sulfato de cobre - 30 min.

Las piezas fijadas en los fijadores 1, 3 y 4: Postfijacion A - B. Inclusion en Araldita,

Unicryl e Historesin.

Las piezas fijadas en 2: Postfijacion A - B. Inclusién en Araldita y Unicryl. Se

emple6 Historesin para cortes semifinos para microscopia optica.
En las piezas incluidas en Araldita se realizaron todos los pasos anteriormente
sefialados. Las piezas incluidas en Unicryl solo hasta acetona al 80%. Efectuar varios

~ cambios en todos los pasos.

Decantamos el alcohol y afiadimos la resina. Pasar después a resina pura.
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Aclaramiento ¢ Infiltracion de las muestras.
1.- Araldita

Soluciones a emplear:

a) Oxido de propileno

b) Araldita I
AralditaCY - 212 ..., 10¢cc
Endurecedor (DDSA) .................. 10 cc
Dibutil - ftalato (plastificante)........... 0.15¢c

Esta mezcla debe ser preparada una hora antes de ser utilizada. Debe agitarse
convenientemente para que se homogeneice, y mantenerse hasta su uso en estufa a menos
de 50°C.

¢) Araldita II
Araldita L ... 2015 cc
Acelerador (DY - 062)..........c.......... 0.4 cc

Esta mezcla se debe preparar una media hora antes de su uso, agitando
adecuadamente hasta que se homogeneice y debe ser guardada en estufa a 40 - 45°C (nunca
a mas de 50°C, ya que a partir de esta temperatura se produce la polimerizacion de la

resina).

d) Araldita - ¢xido de propileno
Araldita I - éxido de propileno en propotciones 1/3, 1/1y 3/1.

Método:
Tras la deshidratacion, las muestras se aclararon en 6xido de propileno durante dos
horas, renovando varias veces el reactivo durante este tiempo. Posteriormente, se procedié

a la infiltracién de las piezas, como se detalla a continuacion:
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- Propilendxido/Araldita |, 3:1 (1. ambiente) ... 1h.
- Propilendxido/Araldita I, 1:1 (1. ambiente) ... 2h.
- Propilendxido/Araldita 1, 1.3 (t. ambiente) ...12h.

- Araldita I (45°C) oo 2h,

- Araldita [(45°C) .o 2h,

- Araldita [(45°C) oo 24h.

- Araldita T (45°C) .o th.

~Araldita IT(45°C) e, 30 min.

- Araldita IT(45°C) ..ot 2h.
Inclusién.

Para la inclusién definitiva se utilizaron moldes de material plastico o capsulas de
gelatina, rotulados convenientemente. Se colocaron una o dos gotas gruesas de Araldita I
en ¢l fondo de cada molde. Después, con una aguja enmangada o una pinza de diseccion,
se introdujo el tejido en el molde correspondiente, dejandolo escurrir por la punta de la
pinza junto con una gota de Araldita. Cuando los trocitos de tejido llegaron al fondo del
molde, se procedid al llenado completo del mismo con Araldita II.

A continuacion, se dejaron reposar unos minutos y se orientaron las piezas
convenientemente utilizando una aguja enmangada. Una vez comprobado que la
orientacién de las piezas era la deseada, se introdujeron los moldes en la estufa de
polimerizacion, a 65-70 °C, donde permanecieron un tiempo minimo de 48 horas para su

correcta polimerizacion.

2.« Unicryl
' Las muestras parcialmente deshidratadas se infiltraron en Unicryl a temperatura
ambiente y en oscuridad durante un tiempo variable (de 2 a 12 horas), segin el tamaiio de

la muestra.
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Inclusién.

Para Unicryl, una resina acrilica que permanece liquida a -30°C y es estable durante
1 afio a 4°C, se emplearon capsulas de gelatina manteniéndose las piezas a 55°C durante
24h-48h hasta su completa polimerizacién. Durante la polimerizacion se produce una
retraccion de la resina de aproximadamente el 30% de volumen iniciat contenido en las
capsulas. Para Unicryl no utilizamos postftjacion con tetradxido de Osmio y poco

metaperyodato sodico.

Usamos Formvar o cortes gruesos (amarillos. Aprox. 0.1 u).
Se utilizo Historesin para cortes semifinos con fijador n°2.  Araldita con fijador n®2

y 0SMIO.

Método:
El método seguido por nosotros es el recomendado por Beesley (1989) y Polak y

Briestley (1992), con algunas modificaciones.

-Una vez realizadas las secciones, para evitar arrugas en el baflo, las sometemos a
la accion de vapores de xilol, situando una torunda o papel de filtro sobre éstas. Esto no es

necesario si utilizamos la resina Unicryl,

-Situamos [as secciones ultrafinas (900 nm de grueso) sobre rejillas de oro o niguel.

Evitar las rejillas de cobre ya que pueden causar problemas de ruido de fondo.

-Hacer flotar las secciones boca abajo sobre las siguientes soluciones a temperatura

ambiente. No dejar que queden secas.

-Metaperyodato sédico al 5% .................. 20 min. (Araldita)/ 5 min. (Unicryl).

-H,Odestilada.............cooocoinin, 15 min. 3 cambios.
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-Utilizamos Glicina para ¢l blogueo de radicales aldehido:
TBS (7.4) + Gly 0.5% (0.0l M-S mgen 1 cc) + 2% BSA + 1% NGS +
0.05% triton X-100 ................... 30 min.

-Con un alambre de platino transferir la rejilla a la superficie de una gota del
anticuerpo primario en dilucion 1:1 y 1:10 del prediluido, en buffer n°2. Incubar durante
toda la noche a 4°C. Las incubaciones mds largas con altas diluciones de anticuerpo

producen marcados mas especificos.

Lavarbienenbuffern®2.........cooovei.. 10 min,
-Lavarconbuffern®3............................ 10 min,

-Transferir la rejilia a una gota (50 micl) de oro conjugado en dilucién 1:30 en

buffern®3..........ccoviviiiiee e 2 horas
-Lavarcon TBSapH 7.6......c...cc.coocoen. 10 min.
-Lavarcon TBSapH 74..... ... 10 min.

-Glutaraldehido 1% en TBS a pH 7.4..... 10 min. Esta postfijacion facilita la
permanencia del oro sobre el antigeno.

Lavarcon TBSapH74.. ... "a chorro”.

-Lavar con H,O destilada............................. "a chorro".

-Opcionalmente se puede realizar una tincion de contraste con acetato de uranilo
o citrato de plbmo (Burk, 1969). Nosotros hemos utilizado este {ltimo a pH alto,
segun el método de Reynolds (1963), por breve tiempo para evitar enmascarar la

sefial. Lavar.

Preparacién de la solucion de citrato de plomo:
- 1.33 g de Nitrato de plomo.
- 1.76 g. de Citrato sodico.
- 30 cc de agua destilada, previamente hervida durante 15 min. y enfriada

rapidamente.
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La solucion asi preparada se sometio a agitacion fuerte durante 1 min. y
posteriormente durante 30 min., en intervalos de agitacién-reposo. Una vez preparada esta

disolucidn, se afiadieron 8 cc de NaOH IN, y agua bidestilada hasta completar 50 cc.

Método de contrastado de las secciones: )

Se depositaron gotas de citrato de plomo sobre una placa de cera dental o sobre
Parafilm. En torno a las gotas de citrato de plomo se depositaron "lentejas” de hidréxido
sodico con el fin de conseguir una microatmadsfera pobre en CO, y evitar asi la formacién
de precipitados de plomo sobre los cortes. Las secciones se mantuvieron sobre las gotas
durante 15-20 min, a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron en hidroxido sédico
0.01 N y en agua bidestilada. Una vez contrastadas, las muestras se dejaron secar sobre

papel de filtro, convenientemente protegidas del polvo y la humedad.

Se realizaron controles negativos para confirmar el marcado especifico de las

secciones, sustituyendo el anticuerpo primario por una solucion buffer.
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3.4.1, INTRODUCCION,

El sistema utilizado para nuestro estudio es el GASK-PR para medida
radioinmunoldgica de gastrina humana en suero y plasma, no modificado, suministrado por

Cis Biointernacional B.P.32 F91192 GIF-SUR-YVETTE CEDEX.FRANCE.

El principio de la medida se basa en la competicion entre gastrina marcada con un
isotopo, lodo'?, (el yodo es un no metal de n° atémico 53 y peso atémico 126,90) y la
gastrina contenida en los standars y muestras, por un determinado y limitado nimero de

espacios de anticuerpos antigastrina.

Al final del periodo de incubacion y después de la separacion, la cantidad de
gastrina marcada es inversamente proporcional a la concentracion de gastrina no marcada

presente en el tubo de la muestra o estandar.

La metodoiogia para la separacion de las fracciones libres y unidas utiliza un
reactivo inmunoprecipitante en el que un segundo anticuerpo (suero de cabra anti-conejo)

se encuentra pre-precipitado y en exceso.

-En esquema la reaccion es la siguiente:

Ag (G.muestra) (Ag-Ac)
+ Ac—> + Ag*(fraccibnlibre)
Ag*(G.marcada) (Ag*-Ac)

El radioinmunoensayo de gastrina se ha realizado sin modificacion del kit
comercial. Los datos de especificidad det Ac. utilizado en este ensayo y aportados por la

compaiiia suministradora permiten un correcto reconocimiento de G-17 humana y big-
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gastrina,

3.4.2. MATERIAL EMPLEADO.
3.4.2.a. Animales empleados en ¢l estudio.

Mediante la técnica de radioinmunoensayo se han realizado 352 determinaciones
sobre un total de 154 perros de diferente raza, edad, sexo y aptitud, procedentes de distintas
Unidades del Ejército..

Fueron desechadas 49 determinaciones (13.9 %) por presentar algin grado de
hemolisis, valores anormales, pérdida o rotura de los tubos, etc., correspondientes a 29

perros (18.8 %) de los cuales 25 eran machos y 4 hembras.

Por tanto, el nimero de determinaciones validas han sido 303 sobre 125 perros de
ambos sexos. En todos ellos se realizd un chequeo de su estado general mediante la
realizacion de un hemograma, formula leucocitaria y perfil bioquimico de 22 parametros,

considerando come valores normales los de referencia en nuestro laboratorio.

Aunque ¢en el estudio no se ha considerado el factor racial, conviene hacer constar
que aproximadamente ¢l 80% de los perros eran de raza pastor alemén, mastin o mestizo

de ambos, estando formado €l resto por animales de talia media.

1.- Estudio segiin Ia edad:

Se han establecido tres grupos de edad:

Grupo A: 34 perros de 0 - 1 afio.

Grupo B: 64 perros de 2 - 8 aflos.

Grupo C: 27 perros de edad igual o superior a 9 afios.

2.- Estudio segiin el sexo:
Se han establecido dos subgrupos dentro de cada grupo anterior (A, By C).
Subgrupo A-1: 19 machos.
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Subgrupo A-2: 15 hembras.
Subgrupo B-1: 42 machos.
Subgrupo B-2: 22 hembras.
Subgrupo C-1: 17 macheos.
Subgrupo C-2: 10 hembras.

Por otro lado, en un lote de 30 animales de diferente raza, edad y sexo se determiné
la concentracién media de gastrina basal y la concentracion media transcurridos 30 minutos

de la ingestion de comida (formulas n° 1,2, 3 y 4 de las tablas).

También se han realizado 13 curvas de gastrina en 6 perros (5 machos y 1 hembra)
con edades comprendidas entre 3 y 9 afios, de raza Pastor aleman o mestizo de estaraza y
Mastin. Para ello se han empleado cuatro tipos de dietas. Ver tablas de composicién n® 2,
3,4y5S.

Tras ayuno de 24 horas se extrajo sangre por puncién de la vena cefdlica, dejandola
fluir libremente en tubos con silicona, antes y cada 15 minutos tras la ingesta, a la misma

hora del dia y del mismo modo para todos los perros.

Las muestras eran procesadas en un plazo de 24 horas desde su obtencidn, cuando

esto no era posible se mantuvieron a -20° hasta el momento del analisis.

3.4.2,b, Material de extraccién de sangre,
-Sistema de extraccion de sangre. Vacutainer. Holber.
-Agujas estériles con proteccién. Venoject. 0.9 x 25 mm y 0.8 x 40 mm.
-Tubos para extraccion con vacio, sin aditivo, con silicona Vacutainer.
-Tubos con anticoagulante para extraccion de sangre. Vacutainer.
-Tubos de plastico desechables.

~Mjcroi)ipetas de volumen variable. Socorex 821.
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-Puntas de pipetas. Daslab.
-Centrifuga de mesa Selecta Centromix. mod. S-549.

3.4.2.c. Material para radioinmunoensayo.

-Gradillas para tubos.

-Contador gamma.
Adaptado para la medida del yodo 125. Hemos utilizado un contador gamma
multi-cristal LB 2103 Berthold, con canales preseleccionados para1'*y Co ™,
canal dual y uno seleccionable para contaje de mono isétopo (10-510keV).
Fig.6.
Esta dotado de un microprocesador avanzado que incorpora varios métodos
para el tratamiento de los datos. Puede almacenar hasta 60 protocolos.
Dispone de un software con ROM de 40 Kbytes y RAM de 24 Kbytes (17
disponibles directamente por ¢l usuario).Conexion a ordenador via RS 232
interface.

-Centrifuga de mesa Selecta Centromix. mod. S-549.

-Agitador magnético Selecta Agimatic.

-Agitador de tubos. Mixo-tube mod. 30. Gricel.

Reactivos
Cada kit contiene reactivos suficientes para 100 tubos. Deben almacenarse entre 2-8°C.
Gastrina ', Reactivo liofilizado 1 vial.

Gastrina estAndar 6 viales.
Antisuero anti-gastrina 1 vial.
Reactivo PR 1 vial.

-Gastrina I'®.- reactivo liofilizado.
Contiene un buffer, albumina sérica bovina, y un colorante rojo. La

radioactividad contenida en el frasco es aproximadamente de 37
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kilobecquerels (< 1 microcurie) en la fecha de fabricacion.

La gastrina utilizada para el marcaje es la gastrina [ sintética.

-Gastrina estdndar.- reactivo liofilizado.
Contiene buffer, albimina sérica bovina, 4zida de sodio y Gastrina I
sintética. “
La concentracion exacta de gastrina estd indicada en cada vial. Los valores
varian de un lote a otro pero estan préximos a 20-60-150-500-1500 pU/ml
MRC 68/439. (estandar internacional) (1uU MRC 68/439 = 1.05 pg MRC
68/439).

-Estandar 0.- reactivo liofilizado.

Contiene buffer, albumina sérica bovina y azida de sodio.

-Antisuero antigastrina (conejo).- reactivo liofilizado.
Contiene buffer, albumina sérica bovina, mertiolato de sodio, suero normal
de conejo y un colorante azul. Siguiendo el procedimiento recomendado,

el antisuero se une al 40 o 50% de la dosis de gastrina marcada.

-Reactivo PR.- listo para su empleo (100 ml de suspensién).
Contiene buffer, polietilenglicol, 4zida de sodio, un complejo insoluble
formado por gammaglobulinas de cordero anti-conejo y gammaglobulinas

de conejo no inmunizado.

3.4.3. METODO DE RADIOINMUNOENSAYO.

La medida se realiza sobre suero o plasma sin heparina, oxalato o EDTA. Las
muestras hemolizadas o lipémicas fueron desechadas. Las determinaciones se realizaron
una y cuatro horas tras la extraccion. Si la medida se efectiia en las 24 horas siguientes, las
muestras pueden conservérse entre 2-8°C. En caso contrario es prefenble dividir las

muestras en partes alicuotas y conservarlas congeladas a -20°C.
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Las muestras de sangre eran obtenidas cada 15 minutos durante un periodo de 2
horas mediante puncion de la vena cefilica, dejandola fluir libremente de la aguja (goteo)
sobre el tubo tipo vacutainer con gel de silicona para evitar cualquier grado de hemolisis.

El suero limpio era depositado posteriormente en tubos Nunc y Eppendorf.

Los reactivos y muestras deben fueron llevados a temperatura ambiente (18-25°)
antes de su empleo, e inmediatamente a las condiciones de almacenamiento una vez
utilizados.

Cuando se esperan tasas elevadas de gastrina, 1a dilucion se efectiia con el estdndar
0.
1.-Reconstitucioén de los reactivos.

-Reconstitucion del trazador(gastrina 1'°) con 10 ml. de agua destilada.

-Reconstitucion del estandar 0 con 5 mi. de agua destilada.

-Reconstitucion de los otros estdndars con 1 ml. de agua destilada.

-Reconstitucion del antisuero con 30 ml. de agua destilada.

-Mezclar suavemente para homogeneizar, evitar la formacion de espuma. Después

de la reconstitucion las soluciones pueden conservarse 8 dias a 2-8°C.

2.-Preparacion de los tubos.
La medida necesita los grupos de tubos siguientes:
-Grupo T para la determinacién de la actividad total.
-Grupos Estindar para establecimiento de la curva de calibracion.

-Grupos SX para las muestras a estudiar.

Es aconsejable efectuar las pruebas por triplicado para los grupos T y Esténdar y

dobles para las muestras.

3.-Distribucion de los reactivos e incubacién.
La distribucién de los reactivos en tubos se realiza a temperatura ambiente (18-
25°C).
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Después de la distribucion, mezclar el contenido de cada tubo con un mezclador

tipo Vortex e incubar. Tabla 2.

Grupos de tubos Gastrina I'** Estandar/Muestra Antisuero Mezelar e Incubar
T 100 - - 2h. a 18-25°C
| Estindares 100 100 300
8x 100 100 300

Todos los voiimenes estan expresados en microlitros (ul).

4.-Adiccion del reactivo PR.
Antes de la distribucion Hevar el reactivo a temperatura ambiente y homogeneizar
la solucién mediante agitacion manual.
Distribuir en todos los tubos (excepto los del grupo T) 1 ml. de reactivo PR.

Mezclar e tncubar durante 1S minutos a 18-25°C.

5.-Centrifugacion.
Decantar el sobrenadante.
Centrifugar todos los tubos (excepto los del grupo T) a 1500-2000 g durante 15
minutos.
Eliminar el sobrenadante. Se recomienda vaciar los tubos sobre un fregadero
"activo" o en un recipiente apropiado para recoger soluciones radiactivas. Sacudir
los tubos y dejarlos vueltos sobre un soporte absorbente. También puede aspirarse
el sobrenadante con un dispositivo apropiado.
Lavar el inmunoprecipitado con 2 ml. de agua destilada, centrifugar a 1500-2000
g durante 15 minutos y aspirar de nuevo el sobrenadante.

Todos los tubos de un mismo ensayo deberdn ser tratados idénticamente.

6.-Contaje.
Medir la radioactividad del precipitado (fraccién terminal) con un contador gamma

para medida de I'®.
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El contaje de los impulsos provocados por la radiacion sobre cristales de loduro de
Sodio (centelleo), utilizados como detectores, se realizé en periodos de medio
minuto. El tiempo puede aumentarse a uno o dos minutos segun la sensibilidad de!
instrumento. Cuanto mayor contaje menor sera la cantidad de gastrina presente en

[a muestra.

7.-Calculo de los resultados,

Para cada grupo de tubos, sustraer el ruido de fondo, hacer la media de los contajes.
Evaluar la capacidad de ligamiento del sistema (%):

Std "0"
(Bo/T)% = x 100

El contaje neto de cada estdndar y muestra debera expresarse como un porcentaje

del grupo estdndar cero:

Std 6 Sx
(B/Bo)% = x 100
Std "'o"

Construir la curva de calibracion llevando los B/Bo en funcién de las

concentraciones.

Para la construccion de la curva estindar se realiz6 un trazado semi-logaritmico,

aunque se pueden emplear otros métodos, por ejemplo llevando los cpm (centelleos
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por minuto) en funcidn de las concentraciones Tabla 3.- Ejemplo:

Grupos de tubos cpm media B/Ba %
T 14371 -
Estandar O pg/ml 6431 100
Estandar 20 " 5671 87,5
Estandar 60 " 4938 76,2
Estandar 150 " ' 3629 | 56
Estandar 500 " 171t 264
Estandar 1500 " 745 11,5
Muestra 2074 32

Los tubos T se emplean para la determinacion de la actividad total. Contienen

solamente gastrina marcada y por lo tanto daran el centelleo mas alto.

Bo=Std 0. No contiene gastrina, luego todo el anticuerpo disponible se unird a la
gastrina marcada. Su lectura por tanto serd mas alta que la de los diversos estdndars (Std) .
y muestras (Sx). Le adjudicamos ¢l valor 100. Todas las demas medidas de ios estindars
y muestras la expresamos en porcentajes referidos a ese valor, como se ha hecho en el

ejemplo anterior.
El limite de deteccién esta evaiuado en 10 pU/ml o 10 pg/mi.
Los reactivos empleados en este kit contienen derivados de sangre humana, a pesar

de los controles deben ser considerados potencialmente infecciosos, se recomienda manejar

con medidas de seguridad biologica nivel 2. Tabla 4
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ESQUEMA OPERATIVO

-
Tubos Gastrina [' EstandarMuestra Antisuero Mezclar Reactivo PR m! Mezoler
T | Incubar Incub_ar
1 100 15 min
2ha 18-25%C a |8-25C
Estandares 100 100 300 1 Centritugar
15 min
$x 100 J 100 300 1
Las cantidades estin expresadas en microlitros Contaje

Tabla 4

3.4.4. METODO ESTADISTICO.

Para el analisis de los datos se ha utilizado un ordenador personal tipo PC 486
version con el programa de estadistica descriptiva MICROSTAT, SIGMA v LOTUS. Las
graficas se realizaron en HARVARD GRAPHICS 3.0.

Se aplico el test de la "t" de Student, normalmente empleado en muestras pequefias

y medianas, para comparacion estadistica de poblaciones y el coeficiente de correlacion
lineal de Pearson (Carrasco, 1986; Thrusfield, 1986).

La prueba t se utiliza para comprobar las diferencias estadisticamente significativas

entre dos medias experimentales o entre una media experimental y un valor establecido

(Kaplan y Pesce, 1986).
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3.4.5. TABLAS DE COMPOSICION DE DIETAS.
N°1 SCIENCE DIET. Canine Performance. Hill's, USA.
ALIMENTO ENLATADO. Peso neto 440 g.
Ingredientes: Agua, pollo, higado, maiz, arroz, sal yodada, oxido de hierro, zinc,
manganeso, cloruro potasico, selenito sodico, vits. D; E, B,, B,, B, pantotenato

célcico, By, B,,, acido félico, biotina.

Anilisis medio:
Proteina bruta .......... min. 7.5%
Grasa bruta.............. min. 7.5%
Fibrabruta.............. max. 1%
Humedad.................. max.74%
Calcio....c.cooeivvrnn. min. 0.2%
Fosforo............ccoeee. min. 0.1%

N°2 PURINA PRO PLAN. Férmula Performance.
ALIMENTO SECO. Peso neto 18,14 kg.
Ingredientes: Carne y derivados (con 22% de pollo), cereaies (17% arroz),
extractos de proteina vegetal, aceites y grasas, derivados de origen vegetal, huevos
y ovoproductos, leche y derivados lacteos, minerales. Cobre (sulfato). 7mg/kg.

Contiene antioxidante etoxiquin permitido por la CEE.

Andlisis medio:
Sodio................ 0,4%
Calcio................ 1,2%
Fosforo.............. 1,0%
Proteinas............ 31%
Grasa................ 21%
Fibra................. 2,5%
H. de Carbono.....30.5%
Ceniza................. 6%
Humedad............. 9%
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VitA.oooooo. 18000 Ul/kg
VitDy........... 1600 Ulkg

VitE........ . 25 mg

Daosificacion:

Segin peso, edad, lactacién y aptitud del animal. Las cantidades diarias

recomendadas son las siguientes:

1-5kg..oo 25-125g

5-10kg............. ...125-200g
10-20kg.............. 200-335g
20-40kg.............. 335-575¢

mas de 40kg.......50g/5kg

N3 EUKANUBA REGULAR. The lams Co. USA.
ALIMENTO SECO. Peso neto 140 g.
Ingredientes: Los mismos que EUKANUBA PREMIUM.

Andlisis medio:

Proteina minima......... 26%
Grasa minima............. 16%
Ceniza maxima............ 8%
Fibra mixima.............. 3%
Humedad maxima........ 8%
VitA ..., 14.000 Ulkg
Vit.Dy.ooooorieeiene, 1.200 Ulkg
VItE. ..o, 95 mg/kg
Calcio.....o.oooirene, 1.4%
Fésforo.................... 1%
Cobre.......................32 mg/kg
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ALIMENTACION ESPECIAL
N°4 CARNE MAGRA DE TERNERA. 1°cat. Cruda, picada, exenta en lo posible de
aponeurosis, grasa y fibras.
Cantidad administrada: 20g/kg de peso vivo.

Analisis medio tipo:

AU, 70%
Proteinas....................... 19.5%
Lipidos.........cccvvvennnenenn 6%
Grasa.........oceceorvirenernn. 4%
Hidratos de carbono......... 0.5-1%
Sales minerales................. 1.2-1.3%
Potasio..........c.cccoou.ee, 301mg/100g
VIt A s -
Vit.Booicie, 2mceg/100g
VItCoicincnnn, -

N°5 ARROZ (Oryza sativa). Sin cdscara ni cubiertas. Cocido.
Cantidad administrada: 25g/kg de peso vivo.
Anglisis medio tipo:

Agua.........cccee, 8.5%
Proteinas.................. 7%
Lipidos.........c.ccoeeeee. 1%

Hidratos de carbono..78.7%

Vit A e -
VitBy..ooooiiin 0.08mg/100g
VitB,..ooooioecien 0.03mg/100g
VitBg. s 0.15mg/100g
VitBpy oo, -
Vit.Coooine, -

79 Material y Métodos



Calclo........cccoeenne. 10mg/100g
Magnesio................. 119mg/100g

N°6 CANINE MAINTENANCE. Hill's
ALIMENTO SECO. Sacos de 5y 10 kg.

Ingredientes: Maiz, came de pollo, harina de soja, grasa animal, huevo completo,

arroz, aceite vegetal, sal yodada, cloruro de colina, carbonato de calcio, etoxiquin

(antioxidante), sulfato de hierro, 6xido de zinc, éxido de magnesio, 0xido de cobre,

carbonato de cobalto, etilendiamina dihidroyoduro, selenito sodico, vitamina A

palmitato, Vit. D, E, B, B,, B;, B, Bs.
Andlisis medio:

Humedad... ......... 9.0%
Sustancia seca. ......91.0%
Proteina................. 23.0%
Grasa..........cccco..... 14.5%
Hidratos de C......... 45.9%
Ceniza..........co.e.. 4.3%
Fibra..........c........ 3.3%
Calcio....cccvvevvenne 0.60%
Fosforo................... 0.60%
Sodio............ccc.o.. 0.26%
Potasio................... 0.14%

Dosificacion: Las cantidades medias recomendadas son las siguientes:

15K 43-106 gr
5-9Kgoroovvrrn, 106-149 gr
922 Kg.ooooorr 149-297 gr
22-36 Kg....oooooro 297-425 gr

méas de 36 kg.......... 425 gr mas 43 gr por cada 5 kg
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4.1. INMUNOCITOQUIMICA EN MICROSCOPIA OPTICA.
4.1.1. LOCALIZACION DE LAS CELULAS G EN EL PERRO.

Mediante las dos técnicas para inmunohistoquimica optica empleadas hemos
observado que la localizacion de las células productoras de gastrina inmunoreactiva, en el
aparato digestivo del perro, es eminentemente pilorica. Fig. 5 y 6. Hemos encontrado
algunas células positivas, pero de baja reactividad, en un tramo de aproximadamente 10
mm. de duodeno proximal, situdndose la mayoria en las vellosidades, no en las glandulas.
La region fundica del estdmago canino es negativa. Fig. 7 y 8. No se han puesto de
manifiesto células G en ningln otro segmento del aparato digestivo: glandulas salivares,

es6fago, intestino delgado, higado, ciego, colon y recto. Fig. 9 y 10.

El péancreas es negativo a la inmunotincion tanto en el recién nacido como en el
perro adulto. Los resultados obtenidos han sido analogos, independientemente del sexo y
edad, en todos los animales estudiados. No obstante, cabe sefialar que en un caso se ha
observado moderada positividad en células dispersas de los acinos y de los conductos

pancreaticos principalmente.

Las células G se encuentran en una t;anda que ocupa, aproximadamente, el tercio
medio de la mucosa antral, las glandulas mas profundas, generalmente, dan tincion
negativa a gastrina. Sin embargo, diversas células de las criptas y atn de las vellosidades
son positivas, probablemente esto viene determinado por el propio proceso de

especializacion celular en virtud del principio de unidad cripta-vellosidad.

4.1.2 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LAS CELULAS
G.

Las células productoras de gastrina en tejidos incluidos en parafina y teilidas con
H-E. son indistinguibles morfoldgicamente de las células glandulares piloricas entre las
que se hallan. En cortes semifinos en resinas tefiidos con azul de toluidina es posible

identificarlas merced a la diaposicién de su niicleo y ausencia de moco en su citoplasma
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Fig 5. Mucosa pilérica. Perro. Células positivas a gastrina (en rojo).

Estreptavidina-biotina -peroxidasa (SBP) x 400.

Fig 6. Mucosa pilérica, Perro. Células positivas a gastrina (en negro).

plata (IgGGS) x 200,

Inmunno-oro coloidal-
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Fig 8. Mucosa gastrica fandica. Perro.

Fig 7. Mucosa gastrica fandica. Perro.
IgGGS x200.
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Fig 9. Duodeno proximal. Perro.
SBP x200.
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Fig. 11. No obstante, solamente la inmunotincién puede ponerlas de manifiesto de manera

concluyente.

Hemos observado que las células G pueden comportarse como células endocrinas
abiertas y cerradas. Aquellas células que se sitan en niveles mas superficiales, es decir,
en las criptas de la mucosa del antro pilérico, o que alcanzan la luz glandular, la secrecion
de gastrina se efectuarfa directamente en la luz gastrica (difusion local directa) Fig.12. En
otros casos, que es fo mas frecuente, la secrecidn tiene acceso a sus células diana por

transporte a través de la circulacion. Fig.13.

Por inmunocitoquimica Optica observamos un niicleo amplio, ovalado, en posicion
central, apareciendo inmunoreactividad (en rojo) en todo el citoplasma celular, es decir,

no se observa polaridad al microscopio optico en la localizacion intracelular de gastrina.

En el neonato, sin haber ingerido alin leche materna, las caracteristicas
morfologicas de las células G son las mismas que las observadas en el perro adulto, si bien

la inmunoreactividad es menor.

Su naturaleza epitelial queda patente cuando empleamos inmunotinciéon de
filamentos intermedios para citoqueratinas y vimentina. Fig 14 y 15. Los citoplasmas de
las células G son positivos a las primeras no habiendo coexistencia con vimentina. No

obstante, otras células endocrinas también pueden dar inmunotincién.

Las células mucosas circundantes son totalmente negativas a estas proteinas de

citoesqueleto debido a la gran cantidad de mucus presente en sus citoplasmas.
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Fig 11, Seccién semifina de
glandulas piléricas del perro.
/’: célula endocrina, probable
mente productora de gastrina.
Azul de toluidina x400.

Fig 12. Células G
(en negro)
inmunoreactividad en la
luz de una foseta(/'), ~

IgGGS x600.

Fig 13. Celulas G
(en rojo)
en el tercio medio de la
mucosa pilérica del perro.
SBP x200.
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Fig 14. Mucosa pilérica del perro. Inmunotincion para citoqueratinas, ~: células positivas,
probablemente productoras de gastrina, entre las células mucosas glandulares. x200,

Fig 15. Mucosa pilérica del perro. Inmunetincién para vimentina. _: las células epiteliales
de las vellosidades y de las glindulas son negativas. '
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4.1.3. DENSIDAD CELULAR EN LA MUCOSA PILORICA.,

La disposicidn y concentracion de las células G es bastante variable, por lo tanto,
la densidad celular observada por campo de gran aumento presenta un amplio rango (5 -
21 céls). El nimero de células positivas a la inmunotincion en antro pilorico aumenta en

direccion al esfinter.

Los valores medios obtenidos por nosotros con objetivo Plan Apocromatico de 40x
y ocular de 10x, correspondiente a un didmetro de campo real de 0.45 mm (0.16 mm?, son

los expresados en la Tabla 5.

Nombre Campos Media STD Minimo Maximo
cel/gas/campo 20 13,6 4,59 5 21
Tabla 5.

Seguin estos resultados, 1a densidad celular por unidad de superficie en relacién a
la media puede oscilar entre 8.5 x 10° y 1.2 x 10* células G por centimetro cuadrado.

El nimero de células G por cada seccidn de glandula pildrica dificilmente se ajusta
a una distribucion normal. En la tabla 6 aparecen los valores obtenidos para cortes de 4
micras y sobre un total de 267 recuentos de secciones de gléndulas que presentan al menos

una célula positiva y contabilizando solo aquellas células en las que se observan nucleos.
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7Nombre N Media i STD Minimo Miaximo
cel/gas/gland 267 3,86 16 i 7
Acumulada
-
Valor Frecuencia | Porcentaje | Frecuencia Porcentaje
1 I8 6,74 18 6,74 |
2 36 13,48 54 20,22
a m
3 64 23,97 118 44,19
4 62 23,22 J 180 67,42
5 N 37 13,86 217 81,27
6 33 12,36 250 93,63
—

7 17 6,37 267 100

Tabla 6

N.- nimero de secciones glandulares contabilizadas.

Se observa en la tabla que el niimero de células que aparecen con mayor frecuencia

son 3 - 4 por seccion glandular.
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4.2. INMUNOCITOQUIMICA EN MICROSCOPIA ELECTRONICA.
4.2.1. ULTRAESTRUCTURA DE LA CELULA G.

La célula G es de forma piramidal u ovoide, su vértice superior es estrecho y
presenta microvellosidades al igual que las células mucosas que la rodean. El nicleo es
ovalado, grande y denso, con abundante cromatina en disposicion parietal y no se encuentra

desplazado hacia la base como en el caso de los mucocitos glandulares. Fig.16.

Se observan abu.ndantcs ribosomas libres, principalmente en la proximidad del
nucleo -como corresponde a una célula que sintetiza proteinas- mitocondrias (células
metabolicamente activas), filamentos del citoesqueleto (tincidén positiva a citoqueratinas)
y numerosos granulos citoplasmaticos de mediana densidad electronica. Es de sefialar la

frecuencia de desmosomas en estas células.

La membrana citoplasmatica de la célula G presenta en todo su perimetro (excepto
en la zona basal) largas y numerosas prolongaciones e invaginaciones de unos 80 nm de
ancho, que se entrelazan con las células vecinas. Esta configuracion es importante para
permitir la adhesion de una celula a otra en los tejidos con sustancia intercelular muy

€scasa.

Las células mucosas pildricas presentan también prolongaciones de la membrana
citoplasmatica que se entrelazan con las célﬂulas circundantes - entre ellas las G- y una
polaridad muy marcada. Los nacleos estan confinados en la base de la célula y en ocasiones
se observan nucleolos amplios. Los granulos mucosos son grandes y limitados por
membrana. Su contenido es péalido y de electrodensidad homogénea, en algunos puede
observarse un nacleo electrodenso excéntrico. En el polo apical presentan gruesas

microvellosidades que pueden ser restos citoplasmadticos tras la exocitosis. Fig 17.

No hemos observados células parietales en la proximidad de las células G -u otras

células endocrinas-ni de las células mucosas.
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N iy $EF e
Fig 16. Célula G. Perro. N: niicleo, g: grinulos de secrecién, d: desmosomas, n: nicleo de
un mucogito, /’prolongaciones de 1a membrana, * granulos mucosos.
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Fig 17. Aspecto ultraestructural de una glindula pilérica del perro. M: mucocitos, nG:
citoplasma de célula endocrina no secretora de gastrina, m: célula mioepitelial, L: luz
glandular, # prolongaciones del plasmalema formadas probablemente durante la exocitosis
de los granulos mucosos. En la luz se observan estructuras laminares de incierto significado

). x5.600.
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4.2.2. INMUNOMARCADO ULTRAESTRUCTURAL.,

El estudio inmunocitoquimico ultraestructural con particulas de oro coloidal de 15
nm. presenta una buena sefial de marcaje con muy poco color de fondo y sin agregacion de

las particulas. El control negativo (sin ¢l Ac. primario) fue satisfactorio.

Las celulas G presentan diferente densidad electrénica de marcado que,
independientemente de la dilucion de los anticuerpos y de la puesta en evidencia del
antigeno, puede reflejar diferencias en el grado de pérdida de contenido de los granulos
dentro del citoplasma durante el proceso de fijacion. Este fendmeno pudiera estar
relacionado con la acidez de la sustancia de los granulos durante la maduracion

intragranular. (Fig. 18 y 19).

Aunque el marcaje no provoca amplificacion de sefial, al ser el anticuerpo primario
policlonal pueden quedar sefialados diferentes epitopos, por lo que no puede determinarse

el nimero de moléculas de gastrina por unidad de superficie.

En la proximidad de las células G aparece otro tipo celular sin inmunomarcado, con
granulos muy electrodensos y heterogéneos, separados de sus membranas por un halo claro
periférico y localizados en su gran mayoria en la base celular. El didmetro de estos granulos
oscila entre 100 y 250 nm, legando los de forma ovalada a los 550 nm. Asi mismo, estas
células presenta grandes vesiculas citoplasméticas vacias de hasta mds de 800 nm de
diametro. Es probable que este tipo celular segregue somatostatina. (Fig 20,21,22 y 23).

4.2.3. GRANULOS DE SECRECION DE GASTRINA.

Los granulos de secrecion de las células G tienen unidad de membrana y son de
tamafio relativamente heterogéneo. Sus dimensiones oscilan entre 160 y 375 nm. Sueien
ser muy NUMErosos y de diferente electrodensidad, sin ser ésta, en cualquier caso, muy
marcada y no presentan una clara tendencia a localizarse en la base celular. No hemos

observado exocitosis por fusién del granulo con la membrana plasmadtica.
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Fig 18. Inmunomarcado ultraestructural de una célula Gdela m
Se observan algunos granulos citoplasmaticos electrodensos intensamente positivos

granulos electrolacidos marcados en su periferia-(’ ).
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Fig 24, Célula productora de gastrina flanqueadas por células mucosas. N: nicleo. Flechas:
granulos de secrecion electrodensos intensamente marcados, x22.400.

nucleo (N) x32.600,
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Todos los tipos de granulos presentan inmunoreactividad para gastrina, apareciendo
mads intensamente marcados los mas electrodensos, confirmando asi la naturaleza de la
célula; sin embargo, también quedan depositadas particulas de oro en otros lugares del
citoplasma y solo en estas células (incluso empleando mayores diluciones del anticuerpo).

La densidad de las particulas de oro oscila entre 12 y 35 por grdnulo electrodenso.

La inmunocitoquimica electronica revela que en las células después de la fijacion
a pH 7, la reactividad de gastrina se observa en su mayor parte en ¢l citoplasma, en el
interior de granulos electrodensos e intermedios y en la periferia -pero no dentro- de los

granulos electrolicidos.

Tras la fijacién a pH 5, la inmunoreactividad de gastrina era visible principalmente
en los centros de numerosos granulos intermedios y muy escasa en el citoplasma. A este

pH solo se observan algunos granulos electrolucidos.
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4.3. RADIOINMUNOANALISIS DE GASTRINA.
4.3.1. CONCENTRACIONES BASALES DE GASTRINA SERICA.

Los valores de gastrina sérica basal obtenidos en perros, considerados sanos, de
diferente edad, sexo y raza, en condiciones de ayuno de 24 horas se encuentran, en general,
por debajo de 100 pg/ml. ,

Sobre 125 determinaciones basales de gastrina, sin considerar edad y $€X0, se
obtuvo una media de 46.74 pg/ml. + 22.92 con un valor minimo de 11 y un méaximo de 109

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

De estos sueros, tan solo 2 (1.6%) presentaron una concentracién basal de la

hormona por encima de 100 pg/ml. y 21 (16.8%) por debajo de 25 pg/ml. Estos datos se
recogen en la Tabla 7
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TABLA 7

CONCENTRACION BASAL DE GASTRINA EN EL PERRO

NUM. SEXO EDAD RAZA GASTRINA BASAL pg/ml
| M 16 COLLIE - 63
2 M 16 MASTIN 76
3 M 15 PASTOR ALEMAN 109
4 M 19 MESTIZO 56
5 M 1§ MRESTIZO 26
6 M 10 PASTOR ALEMAN 83
7 M 13 MESTIZO MASTIN 87
3 H 6 PASTOR ALEMAN 98
9 H 5 PASTOR ALEMAN 68
0 M 3 PASTOR ALEMAN 85
11 H 4 PASTOR ALEMAN 50
12 M 8 PASTOR ALEMAN 82
13 M 4 MESTIZO 46
14 M 4 PASTOR ALEMAN 65
15 H 6 BOXER 63
16 H 4 PASTOR ALEMAN 38
17 M 7 GALGO ESPANOL 79
18 M 6 PASTOR ALEMAN 42
19 M 5 PASTOR ALEMAN 25
20 M 7 GALGO ESPANOL 78
21 H 4 POINTER 73
22 M 5 SCHNAUZER GIGANTE 77
23 M 4 BASTOR ALEMAN 56
24 M 4 PASTOR ALEMAN 56
25 M 3 PASTOR ALEMAN 98
26 M 4 PASTOR ALEMAN 82
27 M 4 PASTOR ALEMAN 67
28 M 4 PASTOR ALEMAN 93
29 M 5 PASTOR ALEMAN %
30 M 6 SETTER 31
3] M 3 PASTOR ALEMAN 46
32 M 3 PASTOR ALEMAN 61
33 M 1 MESTIZO 4]
34 H 9 MASTIN %6
35 M ) GALGO T
36 M 4 MASTIN 40
37 M 7 PASTOR ALEMAN 45
38 H 6 MESTIZO 44
39 H 5 MESTIZO 39
40 M 1 PASTOR ALEMAN 19
4} M 1 MESTIZO MASTIN 32
42 H 2 TERRIER 39
43 H 2 TERRIER 42
44 H 10 TERRIER 51
45 M 9 MESTIZO 34
46 H ) MESTIZO 29
47 H 6 MESTIZO 2%
48 H 4 MASTIN 44
49 H 4 PASTOR ALEMAN 38
50 H 7 PASTOR ALEMAN 31
51 H 9 PASTOR ALEMAN 40
52 H 8 MASTIN 40
53 H 9 MESTIZO 79
54 H 1 MESTIZO 23
55 H i MESTIZO 28
56 H 2 MESTIZO 19
57 H | PASTOR ALEMAN 28
58 M 1 MESTIZO 11
59 H 3 MESTIZO 30
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60 M 7 SETTER 34
61 H 1 MESTIZO 17
62 H 2 PASTOR ALEMAN 18
63 M 5 PASTOR ALEMAN 39
64 M 8 PASTOR ALEMAN 46
65 M 4 MASTIN 40
66 M 2 MESTT O 33
67 M 9 MEST. P ALEMAN 43
3.3 M 10 MESTIZ O 49
69 M 3 PASTOR ALFMAN 30
T0 M 4 PASTOR ALEMAN 34
71 M 2 PASTOR ALEMAN 59
72 M 2 MASTIN 32
73 M 9 MESTIZO 34
74 M 5 PASTOR ALEMAN 79
75 H I MASTIN 35
16 M T MESTIAO 32
77 M 9 PASTOR ALEMAN 41
78 M 2 MESTLZ() 24
79 M 1 MESTIZO 13
B8O M 3 MESTIZO 36
81 M 2 MESTIZO 50
82 M 1 MESTIZO 42
83 M ] MESTIZ( 41
R4 M I PASTOR ALEMAN 39
g5 H I PASTOR ALEMAN 36
86 H 1 PASTOR ALEMAN 20
87 M 1 PASTOR ALEMAN 33
B3 Y 1 MASTIN 44
89 M 1 PASTOR ALEMAN 48
90 M | MESTIZO MASTIN 32
91 H 1 PASTOR ALEMAN 27
92 H 1 COCKER 60
93 H 1 GRAN DANES &0
94 M 3 PASTOR ALEMAN 14
95 M 3 PASTOR ALEMAN 29
% H 5 MESTLZO 33
97 H 7 MEST. P.RELGA 24
98 H 10 MESTIZO 15
99 H 5 MESTIZO 32
100 M 3 PASTOR ALEMAN 20
101 H 4 PASTOR ALEMAN 23
102 M 4 MASTIN 62
i3 M 8 PASTOR ALEMAN 58
104 M 7 PASTOR ALEMAN 66
105 M 12 PASTOR ALEMAN a1
106 M 13 MESTIZO 101
107 M 1 SCHNAUZER GIG. 58
108 H 9 MESTIZO 23
109 H 11 COCKER 27
110 M 1 BEAGLE 21
111 M 1 BEAGLE 23
1i2 M 1 BEAGLE 19
113 H 1 BEAGLE 28
114 H 1 BEAGLE 30
115 H | BEAGLE 17
116 H 15 MESTIZO 26
117 M 1 PASTOR ALEMAN 20
118 M i PASTOR ALEMAN 18
119 M 1 PASTOR ALEMAN 51
120 M 1 PASTOR ALEMAN 34
124 M i0 BASTOR ALEMAN T8
122 M g MESTIZO 46
123 M 10 MEST. PALEMAN 31
124 H 9 MESTIZO MASTIN 39
125 H 10 MESTIZO MASTIN 63
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4.3.2. CONCENTRACIONES BASALES DE GASTRINA SEGUN
EDAD Y SEXO.
RESPECTO A LA EDAD.

En el grupo A, formado por 34 perros menores de | afio, la concentracion media
de gastrina inmunoreactiva en suero era de 31.68 pg/mi + 13.04, SEM 2.27, rango 49 y

valores extremos 11 y 60 pgs.

En el grupo B, compuesto por 64 perros, se ha obtenido un valor medio de gastrina
sérica de 49.33 pg/ml £ 21.22, SEM 2.67, rango 84 y valores extremos de 14 y 98 pgs.

Para el grupo C, formado por 27 perros, la concentraciéon media de gastrina fue de
59.59 pg/ml + 25.79, SEM 5.06, rango 94 y valores extremos de 15 y 109 pgs.

Aplicando la ~-Student se observa que existen diferencias muy significativas entre
la media aritmética de las concentraciones de gastrina del grupo A respecto a los grupos
By C (p < 0.005). Siendo p = 0.054 entre los dos altimos grupos. (Fig 27).

Existe una correlacion lineal (y = a + bx) entre la edad y el nivel de gastrina en el
perro (1: 0.459). (Fig, 28).

RESPECTO AL SEXO.
Grupo A: 19 machos y 15 hembras entre 0 v 1 afio.
Perras: gastrina basal media: 32.13 pg/ml + 12.90, limites 17 y 60. SEM 3.44.
Perros: gastrina basal media: 31.31 pg/ml + 13.14, limites 11 y 58. SEM 3.09.
No existen diferencias significativas {p > 0.05) entre ambas concentraciones medias

de gastrina basal.

Grupo B: 42 machos y 22 hembras entre 2 y 8 aiios.
Perras: gastrina basal media: 41.45 pg/ml + 18.86, limites 18 y 98. SEM 4.11.
Perros: gastrina basal media: 53.45 pg/ml + 21.22, limites 14 y 98. SEM 3.31.
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En este grupo si existen diferencias significativas (p < 0.05) entre las
concentraciones medias de gastrina sérica de ambos sexos. No siendo significativas las
medias de edades(M: 4.5+ 1 8y H: 46 = 1.7).

Grupo C: 17 machos y 10 hembras entre 9 y 19 afios.
Perras: gastrina basal media: 47 pg/ml + 23 .40, limites 15 y 86. SEM 7.69.
Perros: gastrina basal media: 66.18 pg/ml + 22 45, limites 34 y 109, SEM 5.8.

En este grupo los resultados estan ligeramente por encima (p = 0.06) del limite de
significacion. Las medias de edades (M: 11.1 £ 3.9, H: 10.1 = 1.7) no son significativas.

Sin embargo, si comparamos ¢l total de individuos de ambos sexos, 78 machos y
47 hembras, cuyas medias de edad no presentan diferencias significativas (H: 4.6 £ 3.5, M:
5.2 £ 4.2), obtenemos los siguientes resuitados.(Fig 29).

HEMBRAS MACHOS
mediza arit. 39,21 media arit. 51.28
desv.std. 18.93 desv.std. 23.77

min. 15 min. 11
max. 98 max. 109
error std. 2.79 error std. 2.71

En consecuencia, los machos presentan concentraciones significativamente mayores

de gastrina basal que las hembras (p < 0.005) Fig 30.

Ademas en los machos existe una correlacion estrecha entre la edad y el incremento

de gastrina en sangre (coef.cor.0.55; p < 0.01), Esta correlacion, sin embargo, no se observa

en las hembras (coef.cor.0.21).

103 Resultados
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DE GASTRINA EN RELACION CON EL SEXO

pa/m!
60 /ﬂ\
50|
40
30|
20|
10{" p
0 /
Fig 29 Machos Hembras
CONCENTRACI(:)N MEDIA DE GASTRINA BASAL
EN RELACION CON LA EDAD Y EL SEXO
Ppg/mi
Fig 30 o1 ANO Ml 2.8 ANOS B MAS DE 9 ANOS

ESTIMULACION DE GASTRINA CON DIFERENTES ALIMENTOS
Teotal muestra (n=30)

140
120
100

Gastrina (pg/mL)

Fig 31

e

121

103 Re.ﬂulta(los



4.3.3. VALORES DE GASTRINA A LOS 30 MIN. DE LA INGESTA.

En la Tabla 8 se expresan los resultados obtenidos en 30 perros de ambos sexos y

diferentes razas, con edades comprendidas entre 5 y 10 afios, a los que se suministraron

diferentes dietas.

N |[SEXO | EDAD | RAZA DIETA | G.BAS [G.J30' |INCRE
1 H 6 POINTER 1 77 107 30
2 | M 8 SETTER l 31 61 30

3 M |8 PASTOR ALEMAN |1 42 120 |78
4 IM |6 'rPASTOR ALEMAN |1 56 | 138 82

[_5 M 6 PASTOR ALEMAN | I 56 124 |68
6 (M 5 PASTOR ALEMAN | I 98 128 |30
7 M 6 PASTOR ALEMAN | 1 82 95 13
8 |H 8 | PASTOR ALEMAN | 2 98 29 |31
9 |H 7 | PASTOR ALEMAN | 2 68 103 35
10 |M 5 PASTOR ALEMAN |2 8 |10 6 |
1N {M 6 MASTIN 2 L26 102 74
12 {H 9 MASTIN 2 66 [145 79
13 | M 10 PASTOR ALEMAN |2 83 |20 118
14 |M 9 | PASTOR ALEMAN |2 44 62 18
15 |H 6 PASTOR ALEMAN r2 | 50 5|25
16 |M |8 MESTIZO 2 |61 129 68
17 {M 10 PASTOR ALEMAN |3 82 98 16
18 |M 6 PASTOR ALEMAN |3 67 89 22
19 |M 9 MESTIZO 3 40 78 38

20 | M 8 PASTOR ALEMAN |3 35 50 15
21 |M 9 PASTOR ALEMAN |3 93 108 15
2 M 7 MESTIZO 3 46 66 20
23 |H |6 PASTOR ALEMAN | 3 32 120 88
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24 |M 7 PASTOR ALEMAN {3 41 63 22
25 i M 10 MESTIZO 4 98 263 165
26 |M 8 MESTIZO 4 75 209 134
27 |M 10 GALGO 4 78 216 138
28 | H 8 MASTIN 4 79 152 N 73
29 _M ’ 8 PASTOR ALEMAN |4 45 153 N 108
30 (M 1 6 MESTIZO MASTIN |4 62 147 85
NOMBRE N | MEDIA |STD SEM MINIMO | MAXIMO
GASTR, BASAL 30 |63.2 21.8 3.9 26 98

| GASTRINA 30 min. |30 | 121 50.2 9.1 50 263

Tabla 8

Aplicando el test de comparacién de dos medias para datos apareados, se obtiene
un incremento muy significativo (p <0.001) de la gastrina a los 30 minutos tras la ingesta
sobre la basal (Fig 31). Estos incrementos también son significativos para cada una de las
dietas (Fig 32). |

También se observa (aplicando el coeficiente de correlacion lineal de Pearson) una

relacion directa entre la edad y el incremento de la hormona tras la comida.

Estos resultados suponen un incremento medio de gastrina en suero tras la ingesta
de 57.8 pg/ml. a los 30 minutos, sin embargo se observan grandes diferencias segin el

alimento suministrado, que oscilan entre 13 y 165 pg/ml.

Con las dietas n° 1, 2, 3 y 4 se obtuvieron unos incrementos medios de las
concentraciones de gastrina de 47.28 + 27.8, 51.55+ 34.8,29.50 £ 24.7y 117.17 = 34.86
pg/ml. respectivamente, siendo significativas las diferencias observadas entre la dieta n°
4 y las otras tres (p < 0.005) (Fig 33). Hay que sefialar que existe una fuerte variabilidad

individual en la respuesta.
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PRUEBA DE ESTIMULACION DE GASTRINA CON
DIFERENTES ALIMENTOS
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4.3.4. CURVAS DE GASTRINA SEGUN TIPO DE ALIMENTACION.

Enlas tablas 9, 10, 11,y 12 se represehtan los valores de gastrina para diferentes

dietas.

DIETA 2. PIENSO SECO. EP

N’ de animales: 2

N” | SEXO | BASAL [15' |30 45 60’ 75 190 T105' 120°

1 M 66 134 | 145 152 169 100 |97 80 61
r1"‘ M 44 48 62 J 70 64 23 21 17 9
12 M |26 66 100|161 197 114 |81 62 48

1 T - 4 . 2

MEDIA 46 100 {122 156 183 107 | 89 71 54

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

SEM | 20 134 |22 l4 14 7 8 19 6
Tabla 9.

* Se administr6 solamente el 25% de la cantidad anterior, considerada normal,

(estos valores no se han tenido en cuenta para el célculo estadistico). (Fig. 34).

Por simplificar, solo se reflejan valores enteros en los parémetros considerados:

DIETA 3. PIENSO SECO. ER

N° de animales: 2

N* | SEXO | BASAL |15 30

45 60° 75 90* 105" | 120"
3 M 12 52 )73 89 101 |59 38 30 29
4 M 32 68 120 | 151 140 {93 90 81 62
MEDIA 22 60 |96 120 120 |76 64 55 45
DES.EST. 14 11 33 43 27 24 36 36 23
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SEM 10 8 23 31 19 17 26 25 16
Tabla 10,

DIETA 4: CARNE PICADA CRUDA.

N’ de animales: 4

N° | SEXO { BASAL |15 | 3¢ 45" 60' 75 90 105' | 1200

2 M 62 81 147 | 118 103 94 86 81 70

3 M 24 45 54 54 161 57 50 48 44

4 M 35 46 50 139 |59 58 55 56 50

5 H 58 144 | 117 |98 74 66 | 61 59 53

MEDIA 44 79 92" 102 199 68 63 61 54 ]

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

SEM 9 23 23 18 22 9 8 7 5
Tabla 11

DIETA 5. ARROZ COCIDO. |

N° de animales: 4

N° | SEXO | BASAL |15' |30 45' 60" 75 920" 1058' | 120"

3 M 16 18 18 21 88 28 17 17 18 N
,4 M 25 28 30 33 39 r49 45 44 37 |

5 | H 45 57 62 66 75 100 |83 61 56

6 M 26 | 34 54 63 68 70 56 26 21

MEDIA 28 34 41 45 67 61 50 37 33 :

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

SEM 6 8 10 11 10 15 13 1% 8
Tabla 12
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En la Fig. 35 se representan las curvas de respuesta de gastrina a las dietas nimeros

3,4y5.
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CURVAS DE GASTRINA TRAS DIFERENTE CANTIDAD DE ALIMENTO
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5. DISCUSION.



5.1. VALORACION DE LAS TECNICAS DE TRABAJO.
5.1.1. TECNICAS INMUNOCITOQUIMICAS.

a.- Inmunohistoquimica enzimatica en microscopia dptica.

Como procedimientos eficaces para la identificacién de moléculas bioldgicas
especificas se han utilizado sistemas basados en la deteccion por anticuerpos, que presentan
diversas ventajas, quizds las mas significativas son su potencial especificidad y

sensibilidad.

Los métodos de marcaje indirectos producen menor color de fondo y son capaces
de una mayor amplificacion de sefial. Cada anticuerpo se une a su antigeno diana y presenta
multiples blancos para el reactivo secundario. El método utilizado en este trabajo es

basicamente el publicado por Polak en 1987.

Aunque la alta afinidad entre la avidina, una proteina de la clara del huevo de pm.
68000 y la vitamina biotina no estd plenamente aclarada, esta interaccion era aprovechada

por primera vez al principio de la década de los sesenta.

La biotina puede unirse a una variedad de sustancias como son inmunoglobulinas,
toxinas, hormonas o acidos nucléicos. La sustancia marcada con biotina es visualizada

después por la avidina conjugada con fluoresceina, ferritina o peroxidasa de rdbano.

Sin embargo, la utilidad del sistema basado en biotina-avidina estd limitado por dos
inconvenientes principales asociados con la estructura quimica y propiedades de la avidina
(Chaiet y Wolf 1964):

1) La avidina tiene un punto isoeléctrico de aproximadamente diez y tiene por tanto
una carga positiva alta a pH neutro, Como resultado, se une de una manera no especifica
a moléculas cargadas negativamente como son acidos nucleicos o fosfolipidos originando

un marcado color de fondo.
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2) Esta forma de avidina es una glicoproteina y puede reaccionar con otras
moléculas bioldgicas como son las lecitinas, por medio de su contenido en carbohidratos
(7%).

Mediante estudios de electroforesis en columna con gel de poliacrilamida Chaiet
y Wolf (1964) llegaron a determinar que hasta cuatro moléculas de biotina podian unirse
a cada molécula de la proteina de 60.000 daltons (estreptavidina), frente a las tres que que

se han reconocido en avidina.

La ventaja del empleo de estreptavidina es la eliminacion de las propiedades de
union no especificas inherentes a la avidina. La estreptavidina tiene un punto isoeléctrico
de 6.5 y no tiene carbohidratos por lo que presenta un menor color de fondo y una mayor

sefial que la avidina.

La amplificacion de la sefial en el sistema estreptavidina-biotina se logra
aprovechando la habilidad del anticuerpo secundario para no reconocer mas que un lugar

del anticuerpo primario y por biotinilacién del primero en muitiples lugares.

Por ello, el sistema estreptavidina-biotina proporciona una sensibilidad superior
a la del complejo avidina-biotina convencional (ABC). Esta técnica también es ventajosa
frente al método peroxidasa-antiperoxidasa (PAP) ya que emplea un tGnico reactivo
universal marcado (estreptavidina conjugada a enzima), en lugar de diferentes complejos

PAP para cada sistema animal.

La estreptavidina puede unirse a fluoresceina, rojo Texas, peroxidasa, fosfatasa

alcalina, beta-galactoxidasa y oro coloidal.

Las ventajas de la técnica de Estreptavidina-Biotina-Peroxidasa (S.B.P.) frente a
la técnica de Inmunofluorescencia son principalmente las siguientes (Polak, 1987):

-Visualiza la morfologia tisular (mediante el empleo de tincién de contraste).
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-Larga duracion de las preparaciones (semi-permanentes o permanentes).

-Empleo del microscopio 6ptico convencional.

-Es, al menos, tan sensible como los métodos de inmunofluorescencia (Delellis,
1981).

Las desventajas son:
-El empleo de un mayor niimero de pasos que en inmunofluorescencia.
-El uso de sustancias cromdgenas presumiblemente cancerigenas: DAB

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

b.- Inmunchistoquimica con particulas de metales pesados (oro coloidal y plata) en

microscopia optica.

El empleo practico de estas técnicas es reciente. Fueron introducidas primeramente
por Faulk y Taylor (1971) cuando absorbieron particulas de oro en un anticuerpo de conejo

anti-salmonela.

A mediados de la pasada década comenzd a emplearse el oro coloidal en
inmunohistoquimica y desde comienzo de los 90 el "realzado" o intensificado con plata
(Silver Enhancing), método que ha provisto de una alta especificidad y sensibilidad a las

técnicas para la visualizacion de antigenos en microscopia dptica.
Un conjugado de oro coloidal consiste en una suspension de particulas de oro
unidas a una proteina 0 macromolécula seleccionada que actiia como anticuerpo. El tamafio

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

La conjugacion de las proteinas seleccionadas a las particulas de oro depende de

al menas tres fendmenos fisicos:

-Atraccion de la carga negativa de la particula de oro a la proteina cargada
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positivamente.
-Absorcion hidrofébica de la proteina en la superficie de la particula de oro.

-Ligamiento del oro a sulfuro (ligamiento dativo), cuando éste pueda existir en la

estructura de la macromolécula.

El oro puede conjugarse con una amplia variedad de macromolécuias incluyendo

proteinas, carbohidratos, polisacaridos, enzimas y acidos nucléicos.

El oro conjugado puede emplearse para demostracion directa o indirecta de
antigenos. El método directo es el mas simple; sin embargo, en el método indirecto es
necesario un anticuerpo secundario para detectar el primario. De este modo se produce una

amplificacién de la sefial que puede ser de hasta 8 veces comparado con el método directo.

Los conjugados de anticuerpo-orc son absorbidos en gammaglobulinas, de
determinada especie animal, mezclada con un dializado de etilenglicol, dejando la mezcla
en reposo y a temperatura ambiente durante 15 min. y centrifugando después a 5°C a
30,000 rev/min.(Faulk y Taylor, 1971}

Para microscopia optica pueden emplearse particulas de oro de un didmetro de 1nm

4 Snm.

El tipo de fijador a emplear es importante. El formaldehido respeta mas el antigeno
que el glutaraldehido, sin embargo este ultimo conserva mejor las estructuras. Puede ser

conveniente el empleo de ambos fijadores.

Se debe evitar el empleo de adhesivos que contienen elementos metélicos como
aluminio, cromo, etc, ya que pueden causar precipitacion de la plata sobre el porta; o poli

L-lisina que puede causar atraccion de las particulas de oro al portaobjetos. Puede
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reforzarse la adherencia de las secciones mediante el calentamiento de las muestras a 60°C

durante 5 minutos antes de desparafinar.

Las particulas mas pequefias tienen mayor afinidad que las grandes ya que la
particula de 1 nm es menor que la molécula anticuerpo (inmunogiobulina) vy tiene mayor
poder de penetracion en las células y tejidos sin necesidad de aumentar la permeabilizacién

mediante detergentes que pueden causar dafios y pérdidas de constituyentes intracelulares.

El oro metalico cataliza la reduccidn de los iones de plata (lactato de plata, muy
sensible a la luz) a plata metalica en presencia de un agente reductor como es la

hidroquinona (Danscher y Ndrgaard, 1983).

La diferencia de este sistema con el revelado fotografico (quimico) normal es la
fuente de los iones de plata. En el revelado quimico solo se aporta la sustancia reductora,
los iones de plata se originan de la disolucion de los cristales de bromuro de plata de la
emulsidn fotografica por exposicion a la luz y pasan posteriormente a plata metdlica por

accion del agente reductor.

El revelade inmunohistoquimico contiene al mismo tiempo los iones de plata y la

sustancia reductora.

El empleo de plata para aumentar la sefial del oro en las preparaciones observadas
con microscopio dptico, hace crecer las particulas hasta aproximadamente 200nm. al cabo

de unos 10-15 minutos, haciendo evidente una coloracion pardo/negra sobre la muestra.
Ventajas:
Este procedimiento es simple y puede seguirse el desarrollo de la reaccién

observandola al microscopio con luz epipolarizada (aumenta la sensibilidad) o en campo

claro y deteniéndola en el momento mas adecuado, mediante inmersién en agua destilada
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o PBS.

En esta técnica no hay interferencia con actividad enzimatica endogena y su
sensibiiidad es muy alta. Los limites de minima deteccion pueden determinarse por
inmunoblotting. Los test de control de calidad requieren que todos los conjugados de IgG
detecten al menos 10 pg de proteina (1gG de conejo o raton), aunque ¢l limite normalmente

alcanza la region de 1 pg.

Las altas diluciones de los conjugados de oro reducen la posibilidad de uniones no
especificas a componentes altamente cargados de la matriz del tejido (dcidos nuciéicos,

componentes del estroma, células necréticas, etc.).

La técnica de tincidén con inmuno-oro-plata de antigenos celulares y tisulares es
sensible, rapida y de muy alta resolucién, permitiendo ¢! empleo del Ac. primario a
mayores diluciones. Puede emplearse en secciones de parafina, resina y criostato. La
reaccion es visible a los 5-15 minutos, tiempo en el que la particula alcanza un tamafio de
250 nm.

Los materiales empleados en el marcaje con oro no son de manejo peligroso y el
procedimiento de incubacién comprende simplemente dos pasos, produciendo una tincién
ma4s intensa que la técnica de peroxidasa. La morfologia del tejido queda perfectamente

visualizada mediante el empleo de Hematoxilina-Eosina, coloracién tricromica, etc.

La inmunotincién mediante oro-plata presenta mayor intensidad, a las mismas
- diluciones, que la técnica PAP -frente a la que también es ventajosa la técnica de SBP
empleada por nosotros- principalmente en la demostracién de neurofilamentos, calcitonina,
gastrina y CCK. Springall y cols. (1984), recomiendan este método para el estudio de

células endocrinas.

¢.- Inmunocitoquimica en microscopia electrénica.
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La inmunocttoquimica electronica nacié hace tres décadas cuando S.J. Singer
introdujo 1a proteina ferritina conteniendo hierro como una particula marcada que podia
conjugarse con anticuerpos y visualizarse en el microscopio electrénico. Es un método que

combina la alta resolucién y la especificidad y sensibilidad de la inmunocitoquimica.

La inmunocitoquimica ultraestructural va fue considerada como una técnica mas
sensible que el radiocinmunoensayo (Morarty y cols. 1973). Para estos estudios en principio
se utilizé la ferritina conjugada a inmunoglobulina. Tedricamente, ahora es posible

localizar, con aproximacion de nandmetro, un amplio rango de moléculas bioldgicas.

La técnica de marcaje, mediante oro coloidal hace posible el desarrollo de la
inmunchistoquimica de alta resolucién mediante el empleo del microscopio electronico.
Basicamente hemos empleado la técnica descrita por Merighi (Polak y Priestley, 1992),
originalmente introducida por Larsson, en la cual existe una buena relacion seftal-fondo

(signal-to-noise).

Cuando se requiere alta resolucion (superior a 100 nm), doble unién o
cuantificacion, la tincidén post-inclusion es probablemente el método de eleccion (Polak y
Priestley, 1992). El inconveniente, sin embargo, radica en que el antigeno y la
antigenicidad se pierde siempre durante la inclusién y por ello, si un antigeno esta presente
a baja concentracion, es labil o sensible a la deshidratacion e inclusion, puede hacerse

necesario el empleo del procedimiento de tincién previa a la inclusién.

Respecto a los fijadores, es necesario aclarar que es muy dificil una comparacion
entre los resuitados obtenidos por diferentes grupos de investigadores porque los efectos
de la fijacion varian no solo con diferentes antigenos y tejidos, sino también cuando se

emplean diferentes antisueros para tefiir el mismo antigeno (Polak y Priestley, 1992).

Una buena fijacion en inmunocitoquimica se debate entre retener el antigeno y

" mantener la estructura. La primera meta de la microscopia inmunoelectrénica es la
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correlacion de estructura y funcion. Mortensen y Morris (1977), observaron que las
condiciones de fijacion tienen efecto sobre la apariencia ultraestructural de los granulos de

gastrina en la rata.

En general, el paraformaldehide entre 1 - 4% no tiene efectos adversos sobre la

antigenicidad de muchas moléculas biologicas que pueden localizarse por inmunotincion.

El glutaraldehido tiene una molécula bastante mayor que el anterior fijador, por lo
cual su poder de penetracion en el tejido es mas bajo. Sin embargo, es un reactivo
bifuncional y se entrelaza con las proteinas tisulares mas eficazmente que el

paraformaldehido.

Grandes antigenos proteicos pueden destruirse a concentraciones superiores a 0.5%
de glutaraldehido. Los péptidos y pequefias proteinas pueden fijarse con concentraciones
de 0.5 a 2%, y antigenos muy pequefios como aminoacidos, pueden fijarse a altas

concentraciones (5%) (Polak y Priestley, 1992).

La fijacién con 4cido tanico evidencia mejor las membranas celulares y los

procesos de exocitosis (Mizuhira y Futaesaku, 1972).

En nuestra experiencia la mejor fijacion y ultraestructura se obtuvo con el fijador
n°2, es decir, con Glutaraldehido al 0.5% y Paraformaldehido al 4% durante 3 horas.

Un aspecto muy importante en la técnica inmunoelectronica es el empleo de una
resina adecuada y un procedimiento éptimo en la proceso de inclusién. Las resinas para

inclusidn utilizadas en microscopia electronica pueden ser:

-Resinas Epoxi (¢j. Araldita, Epon, Spurr y resinas poliesters como el Vestopal} son
hidrofobicas, no polares, rechazan el agua y pueden producir un incremento en la atraccién

hidrofébica inespecifica.
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Segiin nuestra experiencia las resinas epoxi dan muy buena sefial, pero aumentan

el ruido de fondo y se pierde bastante ultraestructura.

-Resinas Acrilicas (ej. LR White, LR Gold, Lowicryl K4M, Historesin -antes
Technovit 7100- Bioacryl... ) son hidrofilicas, humedecen bien la superficie de la seccion
con lo cual se reduce las uniones no especificas de la resina, sin embargo la naturaleza no
ciclica de la resina no conserva totalmente la integridad estrﬁcuual del tejido y 1as muestras

son menos estables a la emision de electrones.

Nosotros hemos empleado una rexina epoxi: Araldita, y dos resinas acrilicas:
Historesin y Bioacryl {Unicryl), esta ultima es una nueva resina acrilica polar, muy
hidrofilica, derivada det GMA (glicol-metacrilato) (Manara y cols. 1993; Gonzélez y cols.
1994). Esta constituida por ésteres de acrilato en un 94% y mondmero de estireno en un 4%
. Ambos compuestos son toxicos y han sido reconocidos como cancerigenos en animales
de laboratorio y también pueden causar efectos mutdgenos y teratogenos. La resina debe

ser manipulada con precaucidn y empleando medidas de proteccion.

Esta resina presenta importantes ventajas en su empleo y es la que nos ha dado
mejores resultados en inmunocitoquimica electronica, que podemos resumir en una mejor
preservacion del antigeno, una menor tincion de fondo (aunque la seﬁal es también menor),
buena estabilidad y un amplio rango de polimerizacién. En consecuencia, las imagenes que
se obtienen en el microscopio electréonico de transmision muestran una mejor
ultraestructura que la obtenida mediante el uso de otros medios de inclusion, siendo

minima, ademas, la retraccion celular y tisular.

La inclusion en Unicryl puede realizarse por calor aplicado sobre bloques pequefios
(1 ml.) segun la Tabla 13.
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TEMPERATURA TIEMPO DE POL]MERIZACI(iN
50°C 2-3 dias
60°C _ 1-2 dias
-
70°C . {dia
Tabia 13

Hay que tener presente que durante el proceso de polimerizacion se origina calor
por la reaccién exotérmica que tiene lugar. Esta temperatura puede dafiar el antigeno si es
demasiado alta. Los bloques de mayor tamafio polimerizan més rapidamente, precisamente

por originarse una mayor reaccion.

La polimerizacion por radiaccion ultravioleta se utiliza en tejidos que son sensibles
a la temperatura. La luz uitravioleta, en esta resina, puede emplearse en un rango de -10°C
a +20°C. Como procedimiento de referencia, empleando dos lamparas ultravioletas de
longitud de onda de 360 nm y de 8w de potencia a una distancia de 15 cm. y a una

temperatura de 4°C, el proceso dura de 2 a 3 dias.

La resina también puede polimenzar por disminucidn progresiva de la temperatura
hasta -30°C durante 8-10 horas, mientras se realiza la deshidratacién por alcoholes a
concentraciones crecientes hasta el absoluto (1 hora en cada uno). E! alcohol etilico

absoluto, al igual que la resina, permanece liquido a -50°C.

Los problemas planteados en el empleo de estas resinas estdn contemplados por
diversos autores (Scala y cols. 1992; Polak y Priestley, 1992; Gonzélez y cols. 1994 ).

Cuando estd bien polimerizada la resina Unicryl presenta una mayor superficie de
corte en secciones menores de 0.1 - 0.2 um de manera que se produce una mayor
exposicion del antigeno tisular, aumentando por tanto su reactividad. Las particuias de oro
no deben quedar arracimadas en las preparaciones, no debiendo quedar mas de tres

particulas juntas.
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Nosotros hemos empleado para la polimerizacion el procedimiento de incubacion
de las piezas a 55° durante 2 dias, obteniendo buenos resultados, va que la hormona en

estudio es bastante resistente a esta temperatura.

La perfusion "in vivo" con acido tanico al 1%, en un animal bajo anestesia, puede
detener la exocitosis de los granulos de la célula secretora, o hacerla mas lenta, de este
modo puede visualizarse e¢n las preparaciones (Newman y cols. 1991). No obstante, la
perfusion vascular presenta problemas practicos en su aplicacion, fundamentalmente en lo
referente a la presién aplicada y al tiempo de perfusion. La presion debe ser,
aproximadamente, el equivalente de la sistolica del animal, que en la rata es de 180 mmHg.

| Esto es muy importante ya que una presidn baja produce una perfusién inadecuada y una

presion alta provoca cambios en la ultraestructura del tejido (Polak y Priestley, 1992).

En cuanto al tiempo de perfusion, ha sido determinado para la rata y viene a ser de
450 ml. de fijativo en 45 minutos (10 ml/min). Después, las muestras se seccionan en

pequefios bloques y se incluyen durante dos horas en el mismo fijador.

En nuestro caso, hemos optado por el procedimiento de inmersion postmortem del
tejido en &cido tdnico (Buma y cols. 1984), obteniéndose una mejor observacion de las
membranas celulares, sin embargo, no hemos podido observar procesos claros de

exocitosis. Debe transcurrir poco tiempo entre la obtencion de la muestra y la fijacion.

Con la inmunotincion unica puede realizarse un contaje del numero de particulas
de oro por area de tejido. Con el sistema de doble marcado no puede realizarse la
cuantificacion por problemas de naturaleza quimica y/o diferencias en la eficacia del

marcado con diferentes tamafios de particulas (solapamiento).

Los procedimientos directos de marcado son mas sensibles y convenientes para
inmunoelectronica que los indirectos (adicién de un sustrato-cromégeno) (Polak y
Priestley, 1992).
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El empleo de criosecciones es también una alternativa en microscopia electronica.
La técnica de freeze-efching o congelacion-sublimacion mediante alto vacio, cubriendo
posteriormente la superficie de fractura con platino y carbono, evita !a fijacion,
deshidratacion e inclusion, reduciendo al minimo los artefactos dando imagenes que se
admiten como muy proximas a la realidad. No se ha realizado en este trabajo por los
problemas practicos que plantea sobre todo en lo referente a las modificaciones del
ultramicrotomo de rutina, la crioproteccion del tejido y la dificultad del marcaje con

particulas de oro de 15 o incluso de 30 nm.

5.1.2. TECNICA DE RADIOINMUNOENSAYO.

El radioinmunoensayo (RIA) se basa en reacciones de uniéon competitiva (Piroird
y Lombard, 1980). La concentracion del anticuerpo es normalmente suficiente para fijar
entre 30 y 80% del material marcado. El marcaje radiactivo con isdtopo ['?’ radica sobre
los residuos de tirosina de la sustancia a medir, no obstante, en ocasiones se marca el

propio anticuerpo (I1gQG) para evitar ciertos inconvenientes (Kaplan y Pesce, 1986).

Esta técnica no presenta amplificacion de la sefial en contraposicion al
enzimoinmunoanalisis con inmunoadsorbentes (ELISA), sin embargo, el limite de
deteccion es sensiblemente superior a ofros ensayos de unién competitiva y ademds puede

utilizarse con moléculas de bajo y alto peso molecular.

La técnica de radioinmunoensayo, empleada por nosotros, ha demostrado ser valida
para la determinacion de gastrina sérica en el perro.

Solo tenemos una referencia de la utilizacion de este mismo kit comercial en el
perro; se trata de un estudio sobre el papel del intestino deigado en los niveles de gastrina

sérica (Catambrone y cols, 1980).

Sin embargo, algunos autores han empleado también equipos de
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de diferentes marcas comerciales basados en el empleo de gastrina G-17 humana (Becton
Dickinson: Gabbert y cols. 1984. Cambridge Med. Diag., Inc,: Fox y cols. 1990).

5.1.2.a. Coeficientes de variacion intra e inter-ensayo.
Los coeficientes de variacion intra e inter-ensayo con respecto al valor medio de seis

y cinco sueros respectivamente, medidos N veces, quedan reflejados en las siguientes
tablas:

SUEROS L N VALOR MEDIO pg/m]} ! COEF. DE VARIACION.%
A 3 18 0
B 3 88.6 0.56
C | 3 16.5 9.09
D 3 18.3 1.60
E 3 28 3.57
F 3 30 | 3.33
Media C.V.% 3.02
Tabla 14.
SUEROS F N l VALOR MEDIO pg/ml } COEF.DE VARIACION %
A 3 h 12.6 12
F B 3 1 32 7.9
C 3 | 10.6 14.2
D 3 203 16.9
E 3 20 7.7
MediaC. V% 11.75
Tabla 15
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Las lecturas de las alicuotas de cada suero se realizaron 4 los 0, 7, y 14 dias de la

obtencidn de la muestra, siendo mantenidas entre tanto a -20°C.
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5.2. VALORACION DE LOS RESULTADOS

5.2.1, INMUNOHISTOQUIMICA OPTICA.

No se ha reconaoctido actividad de gastrina en pancreas del perro neonato ni en el
adulto, como ya han sefialado Stanley y cols. (1976), Hawkins y cols. (1987), Rollan
(1994). Bardram y cols. (1990), encuentran indicios de progastrina en el péncreas del perro,
sin embargo, no hay inmunoreactividad. Kobe y cols. (1976) observaron areas de
fluorescencia inespecifica, especialmente alrededor de los conductos de este drgano. Estos
autores tampoco encontraron células positivas a gastrina en glandulas salivares, esofago,

intestino delgado y colon del perro.

El hallazgo de Nilsson y Yalow, trabajando con extractos pancreaticos por
radioinmunoensayo, de pequefias cantidades de la hormona en tramos posteriores de
duodeno, yeyuno, pancreas y otros lugares en el perro puede deberse, como estos mismos
autores admiten, a probable reactividad cruzada con colecistoquinina-pancreozimina
(CCK-P) y big-gastrina. Estos autores utilizan extractos de gastrina de cerdo no demasiado

puros.

Creemos de interés sefialar que en el perro, una vez superado el esfinter pilérico
practicamente dejan de observarse células G. Realmente es rara la coexistencia de este tipo

celular con e! caliciforme duodenal.

El analogo estructural de gastrina (CCK), es una sustancia de 33 aminodacidos,
ancestro de la gastrina en vertebrados inferiores; es secretada por las células argiréfilas del
intestino delgado, produce contraccion de la vesicula biliar ante la presencia de grasa en
el intestino (De Groot, 1989). Sin embargo, no hemos observado reactividad cruzada para
este péptido.

Los tumores productores de gastrina en el pancreas procederian de células de los

islotes capaces de expresar el gen-gastrina (Bardram y cols. 1990), posiblemente por
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mecanismos de represion enzimdtica, en este sentido, hay evidencias de que la
somatostatina puede deprimir la expresion del gen (Kamik v cols. 1989, Varro y cols.
1990). En muy raras ocasiones, tumores secretores de gastﬁna se forman a partir de células

APUD situadas fuera del tracto gastrointestinal (Smith, 1991).

En el hombre, sin embargo, las células D de los islotes pancreéticc;s del feto y
neonato producen gastrina, pero estan ausentes en poblaciones celulares maduras (Hawkins
y cols. 1987). Sobre este punto existié controversia anteriormente (Stanley y cols. 1976).
Larsson y cols. (1975) no encontraron células positivas a gastrina, pof
inmunofluorescencia, en los islotes pancreaticos del hombre adulto. Estas células aparecian
en ia mucosa antral del feto después de las 19 semanas de gestacion y solo ocasionalmente.
Sin embargo, la inm_unoreactividad de 1a mucosa duodenal era mas temprana (11 semanas).
En estos hallazgos pueden influir las condiciones de fijacion y/o el empleo de secciones en

congelacion.

La mucosa duodenal es también un importante lugar de produccion en €l hombre
adulto (Larsson y cols. 1975; Kabe y cols. 1976, Morrison y cols. 1984; Bauer y cois.
1986). En determinadas condiciones patolégicas pueden aparecer centros gastrinicos

extragastricos por estimulacioén hipofisaria (Accary y Bonfils, 1973).

La polaridad de los granulos de secrecion, como han sefialado algunos autores para
las células endocrinas (Kaplan y cols, 1986, De Groot, 1989), solo queda patente, en cierto
grado, en el estudio ultraestructural de la célula de gastrina, ya que mediante
inmunocitoquimica 6ptica hemos observado tincién en todo el citoplasma celular por los
dos métodos empleados. Estos resultados estan de acuerdo con lo comunicado por otros

investigadores en roedores (Kapur, 1982).

La mayor intensidad de tincién en la porcion subnuclear de células de pastrina y
enterocromafines, observada por algunos autores (Kapur, 1982) mediante técnica de

inmunofluorescencia, puede deberse a la seccion de corte, dado que la porcién
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supranuclear de estas células es angosta y bastante mds estrecha que la porcién basal.

El nimero de células de gastrina en la mucosa pilérica del perro, por campo de
400x, es similar al comunicado por Pawlikowski y cols. (1992) en la rata, y ligeramente
superior a la frecuencia comunicada por Kitamura y cols. (1982) en ¢l gato; sin embargo,
en esta especie también existe inmunoreactividad a gastrina en tramos posteriores del
duodeno. Seglin nuestra experiencia, et niimero de células de gastrina por seccion
glandular de mucosa de estdmago canino estd un punto por debajo de la obtenida en el
hombre por Graham y cols.(1993). Asi mismo, el nimero de células G por centimetro
cuadrado de mucosa pildrica es sensiblemente menor que el comunicado por Fawcett
(1989).

La frecuencia de células inmunoreactivas a gastrina, observada en nuestro estudio,
es similar a la comunicada por Kitamura y cols. (1984)-en la mucosa pilorica del caballo.

En ambos trabajos se ha utilizado el mismo criterio de recuento.

5.2.2. INMUNOCITOQUIMICA ELECTRONICA.
Las primeras inclusiones en Araldita dieron poca sefial, posiblemente por exceso
de blogueo. La ultraestructura era sensiblemente inferior a la obtenida con Bioacryl.

Posteriormente obtuvimos un fuerte marcaje con la primera resina.

La célula productora de gastrina en el perro presenta unas caracteristicas
ultraestructurales que no difieren en general de los otros tipos celulares del sistema
endocrino difuso. No obstante, hemos observado determinadas peculiaridades que

describimos a continuacion.

Las largas prolongaciones citoplasmaticas que presentan estas células aumentan
la superficie de contacto con las células mucosas, y endocrinas y pensamos que la hace mas
sensible a los estimulos mecénicos y nerviosos que influyen decisivamente en la secrecién

hormonal, facilitando ademas el intercambio celular (funcién paracrina).
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En estudios previos se ha demostrado que las giandulas pildricas de diferentes
especies, incluido el hombre, presentan tres tipos celulares: mucosas, endocrinas y
parietales (Tominaga, 1975; Krause y cols. 1977). En algunas otras especies, como el ratén,
las glandulas piléricas presentan ademas células de zimogeno (Helander, 1962; 1964).
Nosotros no hemos observado células de zimdgeno en las glandulas piloricas del perro,

como también ha sido comunicado previamente (Grossman y Marks, 1960).

Las células mucosa piloricas del perro presentan grandes granulos secretores
limitados por membrana y de densidad electronica bastante homogénea; sin embargo, en
algunas células pueden observarse granulos mucosos con un area electrodensa en situacion
excéntrica, mas pequefios y menos frecuentes que los observados en el hombre (proxima
a la membrana limitante y de tamafio muy variable) (Krause y cols. 1977). Las glandulas
piloricas del raton y los elementos mucosos de las glandulas duodenales de mamiferos

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

No hemos observado células parietales, probablemente sea debido al 4rea concreta
estudiada en nuestro caso, ya que se ha comunicado que las células parietales de las
glandulas pildricas humanas son mas abundantes en la zona mds proéxima a la unién con
las glandulas findicas pero se vuelven muy escasas en la proximidad de la union

gastrointestinal (Grossman, 1960).

Los granulos de secrecién de gastrina mas electrodensos presentaban un buen
marcaje con particulas de oro de 15 nm. obteniéndose muy poco marcado de fondo.
Mucheos granulos aparecian claros, depositandose las particulas en la periferia. En principio
pensamos que esto pudiera deberse al metaperyodato sédico utilizado para eliminar el
osmio; sin embargo, tras repetidas pruebas, creemos que este fenémeno esté relacionado
con el pH del fijador empleado y el correspondiente a los granulos segin el momento
fisiologico del estdomago y el estado de maduracion en que se encuentran (Rahier y cols.

1987), lo cual reafirmaria los resultados obtenidos por Oomori y cols. (1993).
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Estudios inmunocitoquimicos previos (Rahier y cols. 1987) han demostrado que los
diferentes tipos de granulos de las células G son inmunopositivos a gastrina, aunque los
- granulos electrolucidos son menos fuertemente positivos que los electrodensos, como

también se observa en nuestros resultados.

Los granulos electrodensos serian inmaduros y se situarian en posicion subnuclear
principalmente. A medida que maduran los granulos se vuelven electrolucidos apareciendo
gastrina en la periferia de éstos y en el citoplasma celular. Esta es la imagen dominante que
hemos obtenido con fijacién a pH 7. Tras la fijacion a pH 5 son mas numerosos los

granulos electrodensos.

Se admite que la configuracién molecular y solubilidad son dependientes del pH,
siendo éptimas en condiciones alcalinas. La hormona es menos soluble, y por lo tanto
osmdticamente inactiva, cuando estd almacenada en granulos secretorios con pH acido
(Dial y cols. 1991). |

En algunos estudios sobre granulos de gastrina aislados, aparece una relacion entre
la liberacién de gastrina y el pH del granulo y se ha demostrado que diferentes metabolitos,
que estimulan a los granulos de gastrina a liberar su contenido, tienden a alcalinizar su
intertor (Dial y cols, 1991).

Segiin lo sefialado anteriormente, proponemos una hipétesis sobre el mecanismo
de secrecion de gastrina, en el sentido de que ésta no se efectile por exocitosis tradicional
con fusion total del granulo, sino por difusion directa de las moléculas de gastrina a través
de la membrana celular o por liberacion parcial sin destruccion del granufo mediante un
poro transitorio, como ha sido propuesto recientemente para la liberacion de aminas de las
c€lulas cebadas o enterocromafines (Alvarez de Toledo y cols. 1993; Neher, 1993; Dunant,
1994).

Nosotros consideramos que el almacenamiento de gastrina en granulos secretorios
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especificos se requiere, no para la exocitosis con fusion total de membranas, sino para otras
funciones como ¢l procesamiento postranslacional de gastrina, como recientes estudios han
sugerido (Dickinson y cols. 1993). El cambio de pH del granulo de acido a ligeramente
superior a 7 puede activar la enzima requerida para la conversion de progastrina a gastrina
biologicamente activa (peptidil-glicina-alfa-monooxigenasa), cuyo pH optimo se encuentra
entre 6.5 y 7, mas alto que el del interior del granulo (Conway y col. 1985; Eipper y cols.
1985; Dickinson y cols. 1986).

Anteriores estudios inmunocitoquimicos parecen confirmar esta hipotesis, ya que
han encontrado progastrina intacta en los granulos electrodensos inmaduros y muestras de
inmunotincion de productos procesados de progastrina en los grénulos electroltcidos ¢
intermedios (Rahier y cols. 1987).

La fijacién de las glandulas piléricas con soluciones de diferentes pH, puede
representar un modelo experimental del mecanismo real de liberacion de gastrina; la
hipétesis propuesta podria explicar ¢l mecanismo de feed-back de inhibicion de la
liberacién de gastrina por el acido géstrico y los incrementos en la conceﬁtracién de

gastrina por la accion de drogas que inhiben la secrecion de acido.

No obstante, permanece sin aclarar cual es el transductor entre un cambio de pH
en la mucosa antral y la sefial que induce 1a liberacion de gastrina. Se podria considerar que
el transductor se tocalizaria sobre la membrana plasmaética en una porcién de la célula G

en contacto con el lumen glandular.

5.2.3. RADIOINMUNOENSAYO.

Este estudio ha demostrado que el radioinmunoensayo con gastrina sintética
humana (Gask-PR), que hemos utilizado, es un método suficientemente sensible para la
medida de Ia concentracion basal de gastrina sérica canina y de sus variaciones fisiologicas

por estimulacion del alimento.
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Los datos aportados por la casa suministradora (Cis-Biolnternacional) son que la
especificidad del anticuerpo utilizado es del 100% para gastrina 17 humana y muy baja

(1.9-3.1) para colecistoquinina-pancreozimina.

Los coeficientes de variacion observados en nuestro método son inferiores -en ¢l
caso del coeficiente intra-ensayo- a los referidos por Gabbert y cols. (1984) sobre 8
determinaciones; siendo el coeficiente inter-ensayo muy similar al obtenido por estos

autores.

La concentracion media basal obtenida en este trabajo sobre 125 perros de

| diferente edad y sexo es de 46.7 pg/ml + 22.9, SEM 2.0 y valores extremos de 11 y 109 pg.

Este resultado esta por debajo del publicado por Happe y Gaag (1980) sobre 17 perros

sanos (70.9, SEM 5.1) y Fox y cols.(1990) en 10 perros con una media de edad de 10 afios
(146.3 £ 16.6 pg/ml.), que nos parecen muy elevadas.

Lewin y Wyllie (1977) sefialaron problemas en la distincion de gastrina y productos
de degradacion por RIA.

Nuestros resultados son coincidentes con los de Catrambone y cols.(1980) que en
8 perros con edades entre 2 y 10 afios, obtuvo valores extremos de 25 y 85 pg/ml. Y estan
por encima del obtenido por Straus y Johnson (1977): 40 pg/ml. SEM 5. Gabbert y cols.
(1984) obtuvieron una media de gastrina basal en 12 perros de ambos sexos de 65 pg/ml
+17.

Dado el considerable namero de animales empleados en nuestro estudio es de
esperar un rango mas amplio en los valores obtenidos por nosotros. En el hombre, los
valores normales varian segun los diferentes autores (McGuigan y Trudeau, 1973; Walsh,
1975) y con la edad de los individuos (Accary y Bonfils, 1973), siendo semejantes a los

observados en el perro.
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Para las determinaciones basales de gastrina consideramos suficiente un ayuno
previo de 24 horas dado que los valores post-ingesta vuelven a la normalidad al cabo de

unas 2 horas.

Valores tras la ingesta incluso superiores a 200 pg/ml, pueden ser considerados
normales en el perro adulto. La concentracion de gastrina aumenta progresivamente tras
la ingestion de alimento, existiendo grandes variaciones individuales. Los picos MAximos
se alcanzan entre los 30 y 60 minutos post-ingesta. Los resultados de Gabbert y cols. (1984)
en 12 curvas de gastrina los sitia entre los 15 y 30 minutos; sin embargo, en algunos casos

la respuesta maxima la hemos obtenido a los 15 minutos.

En nuestro estudio, la concentracion media de gastrina a los 30 min., tras la ingesta
determinada sobre 30 perros de diferente sexo ha sido de 121 pg/ml + 50. Gabbert y cols.
(1984) obtuvieron sobre 12 perros una media de 118 + 37 pg/ml.

Existen diferencias significativas en la concentracion media de gastrina en los
grupos A, B y C (p= 0.05). Segiin estos resultados, los niveles de gastrina sérica en el perro

aumentan con la edad.

No se han encontrado diferencias significativas (p=0.05) entre las medias obtenidas
para cada grupo (68.7 +/- 20.3 en machos y 57.2 +/-22.8 en hembras).

Si reunimos ambos grupos, es decir, si comparamos machos y hembras con edades
comprendidas entre 0 v 8 afios (33 machos y 28 hembras) las diferencias tampoco son

significativas.

El tipo de alimento suministrado influye de mode importante en la respuesta. En
nuestro caso, ¢l méximo alcanzado fue de 197 pg. a los 60 minutos con la dieta n°2.(ver
tablas). Las proteinas son los principios inmediatos que provocan un mayor estimulo en la

liberacion de gastrina. Por ¢l contrario, los hidratos de carbono inducen una respuesta de
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mucha menor intensidad y mas tardia.

Valores basales en e perro pot encima de 130 pg. son raros y suelen relacionarse
con hiperplasia de células G (un caso pudimos comprobarlo en necropsia) y con

insuficiencia renal principalmente.

En suma, creemos que el diagnostico no invasivo del sindrome de Zollinger-Ellison
y otros desoérdenes que cursen con elevaciones de la gastrinemia en el perro, puede
realizarse mediante un kit comercial de radioinmunoensayo para gastrina y esta especie
animal -dada la similitud de valores basales y de respuesta- puede ser un modelo potencial

de la enfermedad en el hombre.

Si las concentraciones de gastrina basal, tras 24 horas de ayuno, son superiores a

120 pg/ml, debera determinarse el origen de la hipergastrinemia.

Con la utilizacién de un kit comercial para gastrina se incrementa la capacidad para
el diagnéstico no invasivo del gastrinoma o sindrome de Zollinger-Ellison en el perro. La
concentracion de gastrina en sangre se incrementa en la hipercalcemia, hiperlasia de
células G, tratamientos prolongados con cimetidina y omeprazol, gastritis atréfica y fallo
renal.
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6. CONCLUSIONES



1.- La localizacion de las células G inmunoreactivas en el perro es eminentemente
pilérica. La porcion de duodeno proxima al esfinter puede presentar algunas células
positivas, sobre todo en las vellosidades. No existe actividad de gastrina en el pancreas del

perro neonato y adulto, en condiciones normales, ni en otros tramos del aparato digestivo.

2.- Las células G se distribuyen principalmente en la profundidad de las criptas y
en las glandulas pildricas mas superficiales, en numero de 1 a 7 células por seccién
glandular. En el animal recién nacido que no ha ingerido alimento, el nimero y distribucién |
de estas células es practicamente igual que en el perro adulto, aunque la inmunoreactividad

€5 menor,

3.- Los granulos de secrecidn de las células G son de diferente electrodensidad,
segun el grado de maduracion y el pH de fijacion. La inmunocitoquimica electronica marca
la presencia de la hormona en toda la superficie de los granulos electrodensos y solo en la

periferta de los granulos electrolucidos.

4 - La membrana celular de la célula G presenta frecuentes desmosomas vy largas
prolongaciones que se entrelazan con las de las células circundantes, excepto en la porcion
basal. Esta disposicién puede suponer una mayor sensibilidad de la célula a estimulos

MECANICas y NErviosos.

5.- Los niveles de gastrina sérica basal en el perro presentan un amplio rango. La
concentracion basal media obtenida por nosotros sobre 125 determinaciones se sitta en
46.7 + 22.9 pg/mi.

6.- Se ha observado un aumento de los niveles de gastrina en el perro en relacion
directa con la edad. Respecto al sexo, hemos observado unas concentraciones de gastrina
significativamente mas altas en los machos que en las hembras, en animales entre 2 y 8
afios de edad.
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7.- Las concentraciones de gastrina aumentan significativa y progresivamente tras
la ingestion de alimento. Este incremento también esta relacionado con la edad. En general,
los picos maximos se alcanzan entre los 30 y 60 minutos post-ingesta; posteriormente los
niveles disminuyen hasta alcanzar los valores basales aproximadamente al cabo de dos

horas.

8.- La respuesta depende de factores individuales y del tipo de alimento. El valor
maximo obtenido ha sido de 197 pg/ml. a los 60 minutos de ingerir pienso seco muy rico
en proteinas. Las dietas con alto contenido en hidratos de carbono inducen una respuesta

“mucho menor y mas tardia.
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7. RESUMEN



En nuestro trabajo hemos estudiado, mediante dos técnicas inmunocitoquimicas
de alta sensibilidad para microscopia optica (estreptavidina-biotina-peroxidasa y oro
coloidal-plata), la localizacion de las células G en el aparato digestivo del perro. Asi
mismo, mediante el empleo de particulas de oro coloidal de 15 nm conjugadas con
inmunoglobulinas, hemos realizado una técnica de marcaje para microscopia electronica
con objeto de, una vez identificadas las células productoras de la hormona, estudiar sus
caracteristicas ultraestructurales diferencidndolas de otras células endocrinas que puedan
hallarse en igual localizacion. En todas estas técnicas hemos utilizado un anticuerpo
policional obtenido en conejo blanco de Nueva Zelanda frente a gastrina G-17 humana

sintética.

El estudio se ha realizado en 17 perros de diferente edad, sexo y raza, que no

preéentaban patologia gastrointestinal ni renal.

Nuestros resultados indican que las células G en el perro tienen una localizacién
casi exclusivamente pildrica, existiendo algunas células positivas en el primer tramo de
duodeno proximo al esfinter y situadas principalmente en las vellosidades. En el antro,
estas células se encuentran en el tercio medio de la mucosa, en la profundidad de las
criptas, entre los mucocitos de las glandulas piléricas y algunas en las propias

vellosidades.

La observacion ultraestructural de la céiula G revela que estas células endocrinas
poseen un nucleo ovalado, amplio, rodeado de granulos secretores citoplasmaticos
medianamente electrodensos, limitados por membranas, de 160 a 375 nm de diametro.
También se observan abundantes ribosomas libres y mitocondrias. La membrana celular
presenta frecuentes desmosomas y numerosas prolongaciones que se entrelazan con las de

las células circundantes.

Para la técnica inmunocitoquimica electrénica con oro hemos empleado una nueva

resina acrilica con buenos resultados de marcaje. Este procedimiento permite diferenciar
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las células G de otras células endocrinas que se sitlan en la misma localizacion
(enterocromafines y productoras de somatostatina). Estas dltimas tienen granutos basales
muy electrodensos y heterogéneos, asi como grandes vacuolas vacias y no presentan

inmunoreactividad para gastrina.

Hemos observado que el pH de fijacidon influye en la densidad electrdnica de los
granulos y en su marcaje. Este fendmeno también puede estar relacionado con diferencias
en el grado de pérdida de contenido de los granulos en el citoplasma y con la acidez de la
sustancia intragranular durante la maduracion. Se ha demostrado que después de la fijacion
a pH dcido muchos granulos citoplasmaticos son electrodensos e inmunopositivos a
gastrina, sin embargo, tras la fijacion a pH neutro muchos aparecen desgranulados
encontrandose reaccién positiva en el citoplasma. Esto nos sugiere la hipdtesis de que la
gastrina no es secretada por exocitosis con fusion total sino que puede ser liberada
mediante difusién directa o mediante la formacion de un poro transitorio en la membrana

citoplasmética.

Otro aspecto de nuestro trabajo ha sido la determinacién de la concentracién de
gastrina sérica en el perro en condiciones fisioldgicas. Para ello se ha determinado la
gastrinemia en 125 perros en ayunas de ambos sexos, de diferente raza y edad, mediante

" la técnica de radioinmunoensayo (RIA). En este estudio solo se han incluido perros con

funcidn renal normal.

Para la técnica de RIA se utilizo un kit comercial para determinacién de gastrina

humana, no modificado, que emplea gastrina G17 marcada con I'®* .

En relacion con la edad y el sexo se han utilizado diferentes grupos de perros en
los que se determiné los niveles basales de gastrina para relacionarlos estadisticamente con
dichos pardmetros. En un lote de 30 perros se estudi6 la respuesta de gastrina a la ingestion
de diferentes alimentos, determinando la concentracion basal de la hormona y a los 30

minutos de la ingesta.
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Por altimo, se realizaron 15 curvas de gastrinemia en 8 perros a los que se les
suministraron diferentes tipos de alimentos. Para ello se efectuaron extracciones seriadas

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

Segan nuestros resultados, la tasa media basal de gastrina sérica inmunoreactiva
en ¢l perro se sitiia en 46.74 pg/ml = 22.9, con un amplio rango de valores (11-109 pg). La
concentracion media a los 30 minutos de la ingestion de alimento, en animales con edades

comprendidas entre 3 vy 8 afios, alcanza los 121 pg/ml + 50.2.

Respecto a la edad, hemos observado un incremento de la gastrina basal en el perro,
existiendo una correlacion lineal entre ambos parametros. Respecto al sexo, a partir de los
dos afios, los machos presentan concentraciones de gastrina significativamente mayores

que las hembras.

Finalmente, la respuesta a la ingestion de alimentos depende de factores
individuales y de las propias caracteristicas del alimento. El pico se alcanza entre los 15
y 60 minutos. En general, el aumento de la hormona en sangre es progresivo, pero en
ocasiones aparece bruscamente. El valor maximo observado en este trabajo ha sido de 197
pg/ml a los 60 minutos de ingerir pienso seco muy rico en proteinas. Valores incluso
superiores a 200 pg/ml. post-ingesta pueden considerarse normales en el perro aduito. Los
menores incrementos se obtuvieron tras la administracion de alimentos con alto contenido
en hidratos de carbono, alcanzindose la concentracion maxima con lentitud a los 75

minutos.
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8. SUMMARY



In our work we have studied by two high sensibility immunocytochemical methods
for light microscopy (streptavidin-biotin-peroxidase and immunogold-silver), the location

of G celis on digestive system in the dog.

Using particles of 15 nm colloidal gold immunogiobulin conjugate, we have
realized a technique marking for electron microscopy whereby once knowed cells which
made, to study vour ultrastructural characteristics to be different of other endocrine cells

which can be found in same place.

In all these techniques we have utilized a polyclonal antibody attained in New

Zeland white rabbit before human synthetic gastrin G-17.

it 1s accomplished 17 necropsy in dogs of diferent age, sex and breed, which did
not showed gastrointestinal pathology. They were euthanased by a intravenous injection

of 20% penthotal sodic.

QOur results show that the gastric antrum 1s the main site for gastrin cells in the dog,
some positive cells exist in the first section of duodenum near to the sphincter and situated

on villL.

In the antrum, these cells are found in mild third of the mucosa, in the cripts,
among mucocytes of piloryc glands and few on the same mucosal villi. Gastrin cells at
pancreas of the neonatal and adult dog have not been made evidence, by any techniques

used.
The ultrastructural observation of G cells shows that these endocrine cells have an
oval, large nucleus around of mild electro-dense membrane-bound secretory cytoplasmatic

granules of size 160 at 375 nm. It is too observed many free ribosomes and mitochondria.

The celiular membrane presents frequent desmosomes and numerous prolongations
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which interlace with those surrounding cells.

For immunocytochemisfry ultrastructural technique we used a new acrylic resin
- with can rigth on immunostained. This method differentiate gastrin cells from another
endocrine cells which are situated in the same location (enterochromaffin or somatostatin
cells). These last cells containing granules with an electro-dense core a thin halo and

membrane as soon large empty vesicles.

We have marked that pH fixation affect on the electro-density granules and
immunomarked, besides the primary antibody dilution and conjugated. This phenomenon
may be also related with differences in the degree of the leakage of contents from granules
into the cytoplasm during fixation or with acidity intra-granular substances during

maduration.

It was demonstrated that afier fixation at low pH (acid solutions) most of the
granules are electron-dense and are immunopositive to gastrin, while fixation at neutral pH
results in most of de gastrin granules with their conteni degranulated into the cytoplasm,
and the immunopositive reaction found in the citoplasm. This immunoreactivity leads us
to suggest the hypothesis that gastrin is not secreted by exocytosis with full fusion,
otherwise this gastrin-release may be mediated either by its diffusion or by a plasmalemmal

device (mediatophore).

The other sight of our work has been the quantitative measurement of gastrin in
canine serum in fisiologicals condition. Wherefore has been determinated the gastrinemia
in 125 fasting dogs both sex and different breed and age, for radioimmunoassay technique
(RIA). Only dogs with normal renal function were included in the study.

For the radioimmunoassay probe we tried a commercial kit for measurement of
human gastrin, without modification, containing synthetic gastrin I G-17 labelled iodine
128,
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The response of gastrin to ingestion of food was determined on a group of 30 dogs,

knowing the values hormone at 30 minutes after eating.

In relation with age and sex we are confronted diferents groups of dogs which the

basal gastrin levels was determined to establish a stadistic relationship.

Lastly, 15 curves of gastrin response were drawn for 8 dogs, they received
differents class of diet. Whereby so that were accomplished blood extractions serially every

15 minutes for two hours.

According to own results, averaged found by us of immunoreactive serum gastrin
was 46,74 pg/ml + 22.9 with a wide range of 11 - 109 pg. Mean concentration at 30 minutes
to eat in dogs with age between 3 and 9 years came up 121 pg/ml = 50.2.

With the age exist a tendency to increase of basal levels of gastrinemia in the dog,
this fact is significative in males. Males have also a greater basal gastrin concentrations
than females (p < 0.05). However, in the first year of life is not observed differences on

both parameters.

At last, we saw that the response after eating rest individual factors and own
characteristic of food. The top arrive between 15 and 60 minutes. Generally, the increment
of the hormone in blood is progressive, but at times appears rudely.

The highest value observed in this work has been 197 pg/ml at 60 minutes after
they were fed with dry fodder abounding in protein. Low increments were obtained after
feeding with a elevated content in carbohydrates; the maximum gastrin response occurred

slowly at 75 minutes.

If base-line gastrin concentrations (after 24-hours fast) are greater than 120 pg/mi,

the source of the hypergastrinemia should be evaluated.
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With the availability of a commercial gastrin radioimmunoassay kit the diagnostic’
capabilities for non invasive diagnosis of gastrinomas or Zollinger-Ellison syndrome should

be enhanced.
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