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2.2.4.3 - Curvas dosis-efesto

Los porcentajes de cambios en la actividad eléctrica, tantc aumentos
como descensos, fueron estimados a partir def parametro "delta”, de la forma:

"dalta”
T cambio = ----—--—— x 100
Ym,

Siendo Y, 1a media de los 10 valores integrados correspondientes al tiempo
de reqgistro conzideradoe como periode basal. Los valores oblenidos de esta
farmula pueden oscilar entre -100 (o que indica una abolickdn de la actividad
eléctrica dal drgano considerado) y +vy {0 que indica estimulacidn de [a
actividad eléctrica del drgano considerado, en un detérminado porcentajel.
Este calculo reduce, adn mas gque & parametro "delta”™, fa variahilidad entre
los diferentes animales y facilita por tanto los ¢alculos.

Una vez calculados estos valores se puede hallar la actividad eléctrica
total gemerada por un drgano {AUC) durante un determinadg periodo de
tiempo comao un sumatorio del tipo:

AUC = Z %% cambio

El valor de AUC puede ser >0 si hay estimuiacidn, = 0 5i el drgano se
mantiene en su astado basal de actividad o <0 si hay una inhibicion de la
actividad eléctrica.

Con los valores obtenidos para cada animal y para ¢ada uno de Ios
arganos estudiados se realizd un tast de regresidn para determinar la
axistencia de una correlacidn dosis-efecio.

2.2.5 - Substancias empleadas

Las substancias ermpleadas fueron:
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1- Qctapéptido carboxiterminal sintético, en su forma sulfatada, de la COK

2-

{CCK-8} 11143.3 g/mol) (Peptide Institute Inc., Osaka, Japsn). La CCK-8
fue disuelia en una sclucidn acuosa de bicarbonato al 1%.

Tetrapéptido carboxiterminal {30-33}) sintético de 12 CCK {CCK-4) (Peptide
Institute Inc., Osaka, Japdn), La CCK-4 (596, 7 g/mol) fue disuelia en una
solucidn acuesa (0,9% NaCl) de dimetilsulfdxido al 10%.

Gastrina de pollo (¢GQ), en su foerma no suifatada {4192,5 g/mall {Peninsula
Laboratories Ing., California, U.5.4.). La ¢ fue disueha en una solucidn
acunsa de MaCl al §,9%.

Antagonistas aspecificos de la CCK:

- L3884, 718 - antagonista especifico de o receptores CCK-A (408
gfmeoly {Merck, Sharp and Domel.

- L365,260 - antagoenista especifico de los receptores CCK-B (397 g/mol}
(Merck, Sharp and Dome},

Las antagonistas fusron preparados para su uso de acuerdo con el
pratocolo empleada por Huang et 3/ (198901, Arnbos antagonistas fueron
disuehos en etanal absoluto a una concentragidn de 3 mM, esta sotucidn
madre se diluyd luego en etanol:H,0 (50:50, v:v) hasta una concentracidn
de 1 mM v por ultimo esta segunda solucidn madre se diluyé en una
solucidn de dimetilsulféxida:H,0 {50:50, wiv] hasta una concentracion de
Q.1 mM. Esta dlitima solucién fue [a emplaada como solucidn de trabajo.
Todas las diluciones posteriores sg realizaron en solucion salina fisicoldgica.

2.2.8 - Protocolo experimentsal

Los péptidos fueron administrados, de forma randomizada, como una

infusidn Av. de 10 min y un velumen Fnal de 2 ml Los registros
glectromiograficos se iniciaren 10 min antes de 1z infusidn y se profongaron
30 min una vez gue ésta hahia finalizado {tiempo de registro total de 50 min).
Infusiones de los diferentas vehiculos [bicarbonato sodico, dimetilsulfdxido v
suerg fisioldgice} se administraron como contrales in=5 para cada unol.
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Las dosis empleadas de cada péptido fueron:

- CCK-8 : 1079 321079 107, 3x10° v 10° moles/kg (n=7 para cada
dosis).

- CCK-4 : 2x107%, 8x1079, 2x10%, 6x10° y 2x10° moles/kg (n=5 para
cada dosis).

-¢G 3107, 10® v 107 moles/kg (n =5 para cada dosis),

Los antagonistas de |a CCK fueren administrados como un bolus (107
molesikg, n=5 para cada antagonista ¥ 107 molesikg, n=3 para cada
antagonista) 10 minutes antes de una infusion de CCK-8 de 107 moles/kg.

2.3 - RESULTADOS

2.3.1 - Efecins de los péptidos gastrina-CCK sobre la actividad gastrica

Tanto [a CCK-B, comno la CCK-4 v 1a ¢G prodyjeron una inhibicidn de
cardcter dosis-dependiente de la actividad eléctrica de todas las dreas
gdstricas estudiadas {fig. L7 4},

La CCK-B a la dosis mas baja {10'" moles/kg/10 min) no madificd
patrdn de motilidad gastrica, perg entre 1as dosis de 3x107' y 1a de 10®
malas/kg/10 min se observd una inhibicidn creciente de la misma. Para ta
dosis de 3x10'" esta inhibicién fue sdle significative en algunos minutos
aislados mientras que para las dosis mayores la misma comenzaba poco
después de iniciada la infusidn {entre 1 y 4 rmin segun el Arga gastrica
considerada) y doraba hasta una vez pasado el tiempo de infusidn {entre 16
v 30 min post-infusién, también segun el drea gdstrica considerada). Esta
inhibicidn, para las dosis mas altas Negaba a ser una abolicidn total de la
actividad eléctrica (Figs. 1118 y 111.9).
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FIG. 1117 - Curvas dosis efecto par el tiempe de infusién de Ja COR-3 { @—i ),
CCE~4 (@---m ) ¥ ¢G (v - %) co el misculo crinco-dorsal del compartimicnto
muscular del estomago (A) v oo ¢l dusdeno proximal (B).

La CCK-4 produje efectas inhibitorios similares a los descritos para la
CCK-8. La dosis de 2x10"" moles/kg/10 min no modificé de forma
significativa la actividad eléctrica géstrica y la de 6xt0*" moles unicamente
fue capaz de inducir cambios significativos en la actividad del muisculo caudo-
darsai del compartimiento mussular del astémage, pero no en las otras dreas
gastricas estudiadas. Las desis entre 2x10° y 2x10% produjeron una
inhibicidn de cardcter dosis-dependientes. Esta se iniciaba entre los 2 y los 5
minutos tras el inicio de la infusidn {segun la dosis y &l area gdstrica
considerada} y se prolongaba mas alld del tiempo de infusidn (entre G y 20
min una vez acabada la infusidn, segun ls dosis y el drea gdstrica consideradal
(Fig. 111.10).

La infusion de c(3 a una dosiz de 3x107'° moles/kg/10 min no madificd
la actividad gdstrica, la dasis de 109 produjo una inhibicign significativa
(p<0,08) en las dos &reas estudiadas del compartimiento muscular del
estdmago pero no fue significativa en el compartimignto glandular {Fig. L[1.10}.
Sin embargo, la dosis de 107 produjo una larga inhibicién en todas las zonas
estudiadas, que se prolongd unos 30 min una vez finalizada 1a infusidn,
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bt C— L L o MO min

CCK-8 (10 moles/kg

FIG. IIL8 - Registro clectromiogrifico mostrando la accion de la infusion de CCK-8
(10”7 moles/Kg/10 min) sobre la actividad eléctrica gastroduodenal. Respuestas
semejantes se observaron en todos los animales

El, compartimiento glandular del estomago, E2 y E3, musculos crimeo-dorsal y

caudo-dorsal de compartimiento muscular del estémago respectivamente, DP,
duodeno proximal, DD, duodeno distal
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FIG. I11.9- Registro integrado de |as acciones de la CCE-8 {107 moles/Ke/10 min)
sobre 1a actividad cléctrea gastroduedenal. Los datos representan la media de 7
animales (* = p<{,05 segan ¢l lest de Duncan).

El, compadimiento plandular dcb cstémage; E2 v E3, musculos erineo-domal ¥
caudo-dorsal de compartimiento muscular del estémago respectivamente; DP,
duodeno proximal; DT, dupdeno diseal.
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FIG. I11.10 - Registro clectromiopri fica mostrando 1a accidn de la infusion de CCE-4
(2x10” moles/Kg/10 min) schee la actividad cléctrica gastroduodenal. Respucstas

gimilarcs sc observaron én todos los animales
El, compartimicnto glandular del estemago; E2 ¥ E3, musculos crinee-dorsal v

caude-dorsal de compartimiento muscalar del estdmago respectivamentz, DP,
dupdeno proximal; DI, ducdeno distal,
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FIG, NL17 - Regisire elecrromicgri fieo mostrande ba accidn de lainfusion de gasinna
de pollo (cG) (10° moles/Ke/10 min) sobre la actividad ¢léctnca gastredugdenal.
Respucsias similares se observaron en {odos los antmales.

El, campartimicnto glandular del cstémage, E? y E3, misculos crinco-dorsal y

caudo-dorsal de compartimicnte muoscolar del estémage respectivamente, DEP,
duodeno proximal; DD, dusdeno distal.
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FIG. HI.1Z - Registro de la acuividad elécioea el area pastroduodenad, (A) muocstm
el cicle gastrodupdenal en sitvacida control v (BY durante [a infusion Je CCK-B
furante una infusidn de 107 moles/kef 10 mink Respucstas simitares se observaron cn
todos los animales.

El, compartimicnio slandulzr del cstomago;, E7 v E3, midsculoz crineo-dorsal v
cando-dersal de compartimiento muscular del cstomago respectivanents; DF,
ducdeno proximal; DD, duodeno distal, Barra vertical: 230 pV,

2.3.2 - Bfectos de los péptidos gastrina-CCK sobre |3 actividad cundenal

En el duodeno los efectos fueron variables segun el péptido estudiada,
La CCK-8 cambid g! patrén continuo v regular de actividad duodenal,
consistente en fases de reposo alternadas con fases de aclividad formadas
por series de potenciales de actividad propagados peristadlticamente,
transforméndole en un patrén continue de actividad regular (Fig. 111.11).
Cebido a las caracteristicas de esta motilidad, la actividad eléctrica totai
generada en el duadeno estaba incrementada significativamente (p<0,05)
respecto ala actividad control. Esta hiperactividad eléctrica duodenal aparecid
cuando se infundian desis de péptido iguales o superiores a 3x107°
molesfkg/10 min y fue ademds de caracter dosis dependiente en la rama
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ducdenal descendente, ajustdndose correctamente a L modelo de regresidgn
lineal {p<-C.0O1) {Fig. NIL.7B); perg no en ia ascendente. que mostré Una
respuesta del tips "todo o nada™ y en 1a cual los datgs no se ajustaban a un
modely de regresidn lineal. La hipefractividad duadenal se iniciaba a los 2-3
min minutos de iniciada la infusidn, duraba dnicamente este periodo v no era
de caricter migratorio puesta que se presentaba simultdneamente en las dos
ramas duodenales (Figs. 1.8 y 1.9},

Para |a dosis mas baja de CCK (107 molesikg/ 10 min) no se nbservd
incremanto sigrificativo en la actividad elécirica glahal a nivel duadenal, Sin
emb#rgo, cuandase estudid cualitativamente la actividad duodenalse observi
un ingremente significativo en el ndmero de contracctones de caracter
antiperistaltico durante el tiempo de infusian (de 0.57+0,32 a 2,862 0,78
contracciones antiperistditicas en 10 min, p<0,05}. Estas contracciones sg
caracterizaban por ser de gran amplitud migrando desde la rama ascendente
a la descendente del sza ducdenal y podian preseniarse tanto de forma
aislada como infercaladas en una serie de contraceiones peristalticas (Fig.
[11.13}.

A diferencia de la CCK-B, la CCK-4 v la cG produjeron una inhibicidn
dosis-dependiente de la actividad dugdenal {(p<0,05) thg. lll.7B). Esia
inhibicidn aparecia a los 2-3 min de iniciada la perfusidn de fos péptidos, era
coincidente en ambos duodenos y no se grodongaba mas alld del tiempo de
infusidn {Figs. 1il.10 y 11.11}. En el caso de la infusidn de cG en 2 de los &
registros realizados, tanto para la dosis de 107 como para la de 10°
molesfka/10 min, aparecieron hiperactividades dundenales, de carta duracidn,
una vez finalizada la infusidn del péptido, El estudio cualitativo de |a actividad
duoadenal durante las infusiones de CCK-4 v de ¢G no mostrd cambios
significativos respecto al perfodo contral.

2.3.2 - Efecto de los péptidos nastrina-CCK sobre la coordinacidn
gastrodundenal.

Como hemos visto, todos los péptidos empleadas produjeron una
distupcitn de la coordinacién gastroduodenal, perdiéndose el patrdn
secuencial de contraceidn de los diferentes musculos gdstricos coordinados
con la presencia de contracciones ducdenales de caracter peristdltico. La
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CCE-8 FIG. 11,13 - Registro expandido 2 alta velocidad de la actividad elécinca el
area pastroduodenyl mostando 1a accion de la CCK-8 durante una infusicn de 100
moleifke/10 min. Las Mechas owestran ¢l sentido de la propagaciom de las
contracciones duodenales,

El, corapartiniente glandular del estdmago, EZ ¥ E3, miscules crineo-dorsal v
caudo-dorsal de compartimients muscular del cstomage respestivamente, DP,
durodeno proximal;, D, ducdena distal. Barm vedtical: 250 p¥.

CCK-8 indujo disrupcidn de |la cgordinacin gastrodugdenal por inhibicién, y
en algunas casos, abalicion de la actividad gastrica, mientras que gl duodeno
presentaba un patrdn de motilidad continue simultangd en ambas ramas
dundenales, Por el contrario el efecto disruptive de la CCK-4 ¥ de la ¢G
sstuvo mediado por una respuesta inhibitaria tanto en €l estdmago como en
el duodeno. La inhibicidn gastrica, en algunos casos, fue una abolicién total
de la actividad eléctrica; mientras que en ¢l duodeng, durante el tiempo de
infusion de estos péptidos, siermnpre siguisron presentandose contracciones
aisladas.
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FIG. 1114 - Accidn de la CCK-B (10 motestke b1) sdla o previa administraci on de
los antaganisias espocifioes L,304-718 o L 365260 i meles/Ee) sabre 1a matilidad
eastroduodenal. [as bamas representan %4 de incrementa o decrementa de la actividad
cléctrica durante ¢l ticmpo de infusion de la CCK con respocto a la actividad basal.
Los mesultades se exprosan come mediatSEML

D » compartimicnte glandular del ustdmagn; , misculny crineo-dorsal y .
o

maseulo caudo-dorsal del compartimiento glandular del estémago; . duodeno

proxrmal, . , uodeno distal.

2.3.4 - Efecto de los antagonistas de la CCK.

Ni ef antagonista especifico de [os receptores CCK-A L364.7 T8 ni el de
los receptores CCK-B L365,260 (halus de 10 107 moles/kg) modificaran
de forma significativa los efectos sobre la maotilidad gastroduodenal de una
infusidn de 10° moles/kg/10 min de CCK-8. Los antagonistas, por si mismos,
no maodificaran de forma sigrificativa ni la actividad eléctrica total ni la
coordinacion gastrodundenal {Figs, 14 v HL15).
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Los  wvehicules wusados coma  controfes [(hicarbonate  sadico,
dimetilsulidxido y solugidn salina fisildgical no meodificaron en ningan caso
el patron de motiidad gastroduodenal.

FIG. 11,15 - Efecto del anfaeonista especifico de fos receptores CCR-A L364.718
{(bolus iv. de 107 males/ks) sobre 12 acctan de la CCK-B (107 moles/Ka/ 10 min) en
1 actividad eléctrica pastroduodenal, Respuestas similares s& observioon on todos los
animales.

Ei, compartimiente plandudar del csiwmage; EZ y E3, musculos crimeg-dorsal ¥
candu—dersal v compartimiente  muscular del estdmago  respectivamcnte, TP,
duodene proximal, DD, duodeno distal. Bama verticad: 250 p.
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3 -

MECANISMO DE ACCION DBE LA CCK SOBRE LA MOTILIDAD
GASTRODUQDENAL

3.1 - OBJETIVODS

El mecanismo de accidn de la CCK =sobre la motilidad gastrica e

intestinal ha sido estudiado por miltiples autores tanto par técnicas i vivo
comeo #n vitro. Sin embargo éste no estd totalmente clarg y parece haber
grandes difevencias e unas especies a otras. Este mecanismo de accidn no
ha side nunca estudiado en las aves.

De acuerdo con estos antecedentes, los objetivos planteados en este

trabajo han sido:

A-

Estudiar al macanismea de accién de la CCK en la motilidad deal 4rea
gastroduadenal del pollo:

- Implicaciones de 105 sistemas adrenérgico y colinérgico.

- Implicacién de los opioides endagenos.

Detarminar si 1as gcciones debidas a la CCK estan mediadas por el
nervio vago.

Mostrar si el dxide nitrico (NOQ) puede estar presente como
neyrgiransmisor putativa inhibitorio en el tracto gastromtestinal de las

AVes.

Determinar si el NO puede estar implicade en los efectos de la CCK
sobre la motilidad gastroduodenal.

Para lpgrar estos objetivos se han estudiado los cambios de la motilidad

gastroduodenal inducidos por la CCK en presencia de substancias agonistas
¥y antagonistas de diferante tipo, wvalordndose diferentes pardmetros
indicativos de la actividad motora de esta drea.
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3.2 - MATERIAL ¥ METQDOS

3.2.1 - Animales de experimentacién: estabulacidn ¥ mantenimiento.

La descripcidn de |as animales de exparimentacion, su estabulacion v
sU mantemimignta corresponde al punto 2.2.1 {pdg. 36). En es5te caso, sin
embargo, se emplearon 14 animates.

3.2.2 - Freparacian de los animales de experimentacian.

3.2.2.1 - Implantacién guirdrgica de los electrodos.

Los protocolos correspondientas a éste puntd son también los descritos
en gl apartado 2.2.2.1 {pan. 97).

3.2.2.2 - Cateterizacién.

Los protocolos correspondientes a este punto son también 10s descritos
en el apartado 2.2.2.2 {pag. 93}.

3.2.2.3 - Vagotomia.

Simultdneamente a la implantacitn de las electrodes, & de los 14
animales empleados en el experimento, fueron vagotomizados. La vagotomia
se realizé a nivel de la zona proximal del compartimiento glandular del
estdmago. Para ello se retird laterabmente el compartimiento glandular a fin de
acceder facilmente a su zana media, por la cual transcurren tanta el nervio
vago derecho coma el izguierdo. Los dos vagos fueron ligados conjuntamente
mediante 2 ligaduras separadas entre si aproximadamente 1 ¢m, los nervios
se secoionaban entre &llas v una secocidn de aproximadamente 0.5 cm de
nervio era retirada para impedir cualguier procesn de regeneracion.
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3.2.3 - Registros electramiogrificos y andlisis

La téenica general empleada para |as registros electromiograficos v el
andlisis posterior de los mismos es e descritd en 2] apartado 2.2.3 (pig.
100). Auvngue, en este ¢aso no se valard cualitativamente la actividad
duodenal durante el tiempo de infusidn de la CCK-8. Los tismpos de registro
glectromicgrifico fueron variables segun las diferentes substancias testadas
¥ se exponen junic con el pratocolo experimental seguido.

3.2.4 - Tratamientd de los resultados.
2.2.4.1 - Resultados da |a integracion.

A partir de los resultados de la integracidn de los registros se calculd
la actividad eléctrica total generada por cada drgano duranie cada periado
experimental. Este parametre se abtiene faciiments mediante la suma de 1os
valores de la integracion comespondientes a cada fase del experimento, Los
valores de actividad total obtenidos fueran comparados estadisticamente
entre si mediante un test t de Student, pareado o no pareado segun cada
Caso.

3.2.4.2 - Frecuencia del cicto gastrico

El tratamiento de e5108 datos fue igual al descrita praviamente en el
punto 2.2.4.2 (pag. 1Q1}.

3.2.5 - Substancias empleadas
Las substancias empleadas en este trabajo fueron:

1- CCK-8 - con las mismas caracteristicas a las descritas en el punto
2.2.5 [pag. 102}

2- Nitroprusiato sédico {NaNF)

3- Metil ester de la N%-L-arginina {L-NAME]
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L-arginina (L-Arg}
Sultato de atropina
Hexameionio
Arntagonistas opioides:

L o

Naloxona lantagonista g-apioide)
MNaltrindal {antagonistas d-opioide)
8- Antagonistas adrendrgicos:
Fentalamina
Propranoclal

Excepto la CCK-B todas las substancias fueron obtenidas de Sigma
Chemical (5t. Louis, Missouri, U.5 A.). Todos los productos fueran
administrados usandoe como vehiculo solucidn salina fisiolégica.

3.2.6. - Protocelo experimental

Los registros electromiogréficos se niciaban 10 min antes de la
administracién de cualguier producta y este pariodo éra cansiderado como de
actividad basal. La CCK-8 se infundis durante 10 min a una dosis de 107
moles/kg, con un valumen finai infundido de 2 ml {n=4%).

El hexametonio {10 mg/kg, 1 ml de volumen, n=23] ¥ la atropina (0,1
ma/kg, 1 ml de volumen, =06} fueron administrades comae un bolus Lv. 10
min antas de iniciar la perfusién de CCK-B.

L.os antagonistas adrenérgicos fentalamena {1 mg'kn) ¥ propranolel {01
mafkg) fueran administrados conjuntamente (1.5 ml de volumen final) (n =4}
en forma de boius f.v. 10 min antes de la perfusion de CCK-3.

Los antageonistas gpioides, naloxona (5x1 O f moles/kg) y maltrindal [10°
molesfkgl fueron administrados tanto por separade (n=4 para cada unol
como canjuntamente {n=4) como un bolus L. {1 ml de volumen final} 10
min antes de la perfusidn de CCK-8.

La L-Arg (n=5) ¥ el L-NAME (n=28) fueron administrados como un
bolus i.v. de 10* moles/kg {1 ml de volumen final} seguido de una infusidn de
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40 min de la misma Jdosis, de forma gque |a dosis total administrada era de
2x10* molesfkg/40 min. Las dltimos 10 min de infusién los animales recibian
simultdneamente una dosis de 1077 moles/kg de CCK-B. En este caso los
animales recibian un volumen total de b mil por administracién @, .

Ei NaNP {1010 ® males/kg, n =5} fue administrado comg un boius £ v,
an dosis crecientes, con un intervalo de 10 min entre dosis sucesivas, En el
caso de las dosis de 5x107 y 10 moles/kg fue necesario prolengar este
perioda para permitic que i3 matilidad gastroduodenal se recuperase hasta
niveles basales.

Los animales vagotomizados Gnicamente recibieron CCK-8 (107
moles/kgf/10 min, n=5%) ¥y L-NAME [n=%) siguiendoc el protocolo expusesto
anteriormente.

3.3 - RESULTADOS

3.3.1 - Efectos de la CCK-8 sobre la matilidad gastroducdenal.

Los efectos aobtenidos fueron iguales a los descritos para la experiencia
anterior en gl punto 2.3 {pdg. T02). La CCK-B produjo disrupcidn del patrdn
coordinado de motilidad gastroduadenal. Durante los 10 min de infusion del
péptido se observd una inhibicitn altamente significativa de la motlidad de
todas las dreas gastricas estudiadas [p<0.001} (Fig, W.16]. Esta inhibicidn,
tal y come ya se ha descrito, s& prolongd mds alld del tiempo de infusién, Ef
duadenamaosted, durante el tiempo de infusidn, una hiperactividad (p < 0,002}
coincidents en ambas ramas dusdenales (Fig. H1.77).

3.3.7 - Ffecto de la CCK-8 sobre la motilidad gastroduodenal &en animales
vagotomizados.

La vagotomia produjo cambios en la frecuencia de las contracciones
géstricas y pérdida parcial de 1a coordinacién gastroduadenal. Mientras gue
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FIG, 1116 - Actividad eléctrica basal { [_1) v durante 1a infusién de CCK-8 (107
moleskg/ 10 min} { ‘_Il en difsrentes sinaciones expenmentates (C, control, L-Arg,
L-arginina; L-NAME: V, tras la vagotomia} ¢n ¢l estomage: El, companimicato
glandular, E2 ¥ E3 | musculos cranco-dorsal cawda-darsal del compartimienio
muscular mespectivamente. Para simplificar [a fipura sole sc han representado las
difergncias  significativas entre 12 actividad cléctnea basal cn cada simacion
gxperimental (*) v entre las respuestas de Ja COR-G (+).

* ¥ 54, e pe0 08 y 001 respectivamente, de acuerdo con el test ¢ de Stadent,
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' FIG. VILIT - Actividad clécticn basal D ) ¥ durante la infusion de CCK-8 (107
molewke/ 10 min) |['_| eh diferentes situaciones expermentiales (C, control;, L-Arg,
L-argining, L-NAME; V. tras la vagotomia} en ef duodeno: DP, dundeng proximal;
DD, ducdeno distal. Pam simplificar la figura sdlo se han representado las diferencias
significativas entre la actividad eléctrica basal en cada situzcign expenmental (*) ¥
entee las respuestas de la OCK-R {+)

"5 3+ a0 v 001 respectivamente, de acuerdo con el test ¢ do Student.

el compartimiente glandular presentaba un incremento de su fracuencia de
contracciones los musculos cranee-dorsal ¥ caugdo-dorsal del compartimiento
muscular presentaban un reduccidn de 'a misma. lgualmente el dusdenc
presentaba también una reduccién significativa de su actividad respecte a la
rmotilidad basal de les animales no vagotamizados (Figs. IL16 y D17,

La infusidn de CCK-8 en los animales vagotomizados produjo cfactos
muy diferentes a los observados en anirmales no vagotomizados. La CCK-8 no
pradujo inhibicién en ninguna de las dreas géstricas estudiadas {(Fig. 1138
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FIG: 111.18 - Registro electromiogrifico mostrando la accion de la infusion de CCK-8
(107 moles/Kg/10 min) sobre la actividad clécirica gastroduodenal en un amimal
vagotomizado. Respuestas semejantes se observaron en todos los animales.

El, compartimiento glandular del estémago; E2 y E3, musculos craneo-dorsal y

caudo-dorsal de compartimiento muscular del estdmago respectivamente, DP,
duodeno proximal, DD, duodeno distal.
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FIG. 119 - Porcentaje de inhibicidn de la actividad eléctrica ¢n ol mascule crinco-
dorzal del compartimienta muscular del cstomago durante ¢l preriodo de infusien de
la CCR-8 (107 moleske/ 10 min} cn diferentes situaciones expenmentales: £ controd,
o+, naltrindol+naloxona; F+P, fentolaminat+propranotol; H, hexametonio, L-Arg,
L-arginina, L-NAME; V, tras la vagotomia; V+L-WAME, vagotmia+L-NAME.

Asi, cuando la actividad eléctrica total generada en las diferentes dreas
gastricas durante los 10 min de perfusidn del péptido se compard con el
mismeo pardmetro en los animales no vagotomizados fas diferencias fueron
altamente significativas: p< 0,002 para el campartimientg glandular, p<<0,0%
para el mdsculo crdneo-dorsal y p< 0,002 para el musculo cauda-dorsal del
compartimiento muscalar (Figs. 1L 18 y 111 19). Ademds, en el mdsculo caudo-
dorsal del compartimiento muscular se observo un incremento significativo de
la frecuencia de contracciones respecto a la motilidad basa!l durante el perfodo
de infusidn del péptido (p<0,07} (Tabla 1Ii.4). La respuesta dugdenal a la
CCX-8 no fue modificada per la vagotomia.

1.3.3 - Efectos del hexametonio sobre las acciones de la CCK-8 en la
matilidad gastroducdenal.

E! hexametonic produjpo una reduccidn en la fracuencia de las

contraccionss de todas las dreas estudiadas (Fig, 111,201, Cuando la CCK-8 fue
infundida 10 rman tras la administracidn del hexametonio se observd un
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HEXAMETONIO

FIG: 1120 - Registro electromioprafico mosteando o cfecto del hexametonio (10
mg/ke) sobre ln actividad eléctrica pastroduodenal v fa respuesta a la infusidn de CCk-
R{10" moles/Kef10 mind en cstas condiciones. Hespuestas semejantes se abservaron
on todas los animales.

El, compartiniento glanduiar del estamapn; E2 v E3, musculos cribes-dorsal y caudo-

dursal de compartemicnge muscular del estomage espectivaments; DP, duodeno
proximal; DR, duodena distal
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bloqugo parcial de la respuesta en el compartimiento glandular ¥ en el
muascule craneo-dorsaldel compartimiento muscular respecto a las respuestas
obienidas sin tratamienio previo con hexarnetonio (Fig. 1IL19). Durante Ios
primeros 4-5 min de infusién de la CCK-8 352 observd un aumento en Is
frecuencia de contraccion én estos dos drganos. Sin embargo, el hexametonio
no modificd ta respuesta a la CCK-8 en ¢l muscule caudc-dorsal del
compartimiento muscular del estémago (Fig. Nl.20 y Tabla (il.4].

En el ducdeno, el hexametonio no bloqued la respuesta a la CCK-8 vy
ademads, en el ducdeno distal, se abservd un incremento significativo en la
hiperactividad eléctrica observada (p<0,01).

3.3.4 - Efectos de los antagonistas opicides sobre las acciones de [a CCK-8
a2n la motilidad gastroduodenal.

Por & mizmos, ni el antagonista g-opioide naloxona ni ¢l J-apicide
naltrindel modificaron la actividad basal del drea gastroducdenal cuando
fueron administrados por separade o conjuntamente. Cuando la CCK-8 se
perfundid 10 min despuds a la administracién de los antagonistas la respuesta
motora gastroduodenal no se vid modificada {Fig. [11.19).

3.3.5 - Efectos de los antagonistas adrenérgicos sabre las acciones motoras
de [a CCK-B en la motilidad gastredusdenal

Los antaqonistas adrendrnicos fentolaming y propranclol adminstrados
conjuntamente ng modificaron por 51 rmismos 1a motilidad gastroduodenal y
tampoco modificaron la respuesta a una infusidén de CCK-8 10 min tras su
administracion {fFig. HL12).

3.3.6 - Efectos de 1a atropina sobre |las accicnes de la CCK-38 en la moatilidad
gastroduodenal.

La atropina madifico la motilidad gastroduodenal produciendo una
abolicitn de la actividad motora de lag areas gastricas estudiadas vy una
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TABLA N4 - FRECLENCIA fcicloz/160 mind DBSERVADA EN LAS DIFERENTES
AREAS GASTRICAS EN DIFERENTES CONDICIONES EXPERIMENTALES:
durantc los [0 min antcripres (BASAL)Y v los [0 min de la infusion de CCK-8 (107
malesfkg/ 10min} (CCK-8),

El E2 E3
BASAL | 371424 15,6426 15,952 6
CONTROL CCK-8 33407 54510 21406
Ea) LEX ] ok
BASAL | 149425 192476 21 025 4
L-NAME CCK-3 14,6+2 6 17,4231 12,444 3
BASAL | 240220 14,7419 134416
VAGOTOMIA | copp | 314245 15,0460 252229
.
VAGOTOMIA | BASAL | 224125 17,2432 17,23 4
L_N;ME CCK-& | 28024 30.641,9 26 841 6
. .- .
BAasSaAL i | 322 B33 0
HEXAMETOMNLO OIS 19,045, 17.043.7 12,3460
.- "

El. compartimicnto glandular, B2 misculo crinen-darsal del companimiento
muscular; E3; mascule caudo-dorzal del compartimicnto muscular.

= we ¥ Incrementos o deccementos  significitivos {p<03 0.01 y 0001

respectivamente) de la frecuencia dumnte I infusion de CCK-8, respoewo 2 Ma
frecucncta basal, de acwerdo con el st U de Mann-Whitney.
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reduccidn parcial de [a actividad duodenal; en casos gislados aparecieron
niperactividades de corta duracidn en el gucdendg distal. La abolicién de |a
actividad géstrica se pralongd 30-45 min post-administracidn y durante este
perinda la administracidn de COK-8 ng produjo ningdn tige de cambio en este
g5tado. En el duadeno, la CCK indujo una hiperactividad no significativamente
diferente de la observada durante una infusidn control.

3.3.7 - Efectos de la L-Arg v del L-NAME sobre las acciones motoras de la
CCK-8 en la motilidad gastroduodanai.

La infusidn de L-MAME alteré el patrdn basal de motilidad
gastroduodenal. La actividad eléctrica dupdenal media durante los 20 min de
infusién mostrd un incremento significative respecte a [a motilidad basal
ip < 0,02 para et duodeno proximal y p< 0,01 para el distal} {Fig. [Il.17}. Este
incremento en la actividad se debia a un camhbig en &l patrén Jde matilidad
ducdensl. Durante el tiempo de infusion sparecieron hiperactividades
ducdenales, semejantes a fases Il duodenales del MMC, que migraban de 1a
zona proximal del duadena ala distal. Estas hiperactvidades se alternaban con
fases de actividad reducida {Fig. I11.21}. A nivel gdstrica se observd un
descenso en la frecuencia de contracciones en todas las argas estudiadas
(p<0,001 para el compartimiento giandular, p<0,001 para el mdsculo
craneo-dorssl y p< 0,01 para &) caudo-dorsal del compartimiento muscular)
(Tabla 1.4} y una reduccién significativa en la actividad eléctrica total
generada &n £5tas areas, respecto al perfoda basal (Figs. NL18 y [1L21),

El L-MAME produjo un bloguen significativo de la respuesta inhibitoria
producida por la infusidn de CCK-8 en situacidn control tanto en el
compartimiento giandular {(p < 0,001} coma en ¢l misculo craneo-dorsal del
compartimiento muscular {p< 0,01} {Figs. .16 y N1.18). En estas dreas se
observd ademds un aumenta en la frecuencia de contraccién durante los
primeros 7-8 min de infusifn, tras los cuales las respuestas inhibitorias se
hacian evidentes. Esto hace que la frecuencia total de contraccitn durante los
10 minutos de infusidn de la CCK-B no cambig de ferma significativa en
relacién al periodo de infusian del L-NAME {Tabia lIl.4). 5in embargo, no se
observaron gcambios significativos en [a respuesta a la infusidn de CCK-B en
el musculo caudo-dorsal del compartimients muscular (Fig. LYV E].
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L-NAME

FIG: IM1.21 - Registro EMG de la actividad gastroduodenal: efecio de una infusion de
L-NAME (2x10* moles/kg/40 min) y respuesta a la infusion de CCK-8 (107
moles/Kg/10 min) en estas condiciones. Respuestas semejantes se observaron en todos
los animales,

El, compartimiento glandular del estomago; E2 y E3, musculos craneo- v caudo-
dorsal del compartimiento muscular del estomago respectivamente; DP, duodeno
proximal; DD, duodeno distal.
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FI1G: 11122 - Registro clectromiografico de la actividad gastrodundenal mesimndo ci
ofecto de wna infusidon de L-NAME {Zx10" molesfhe/40 min) ¥ fa rnespuesta a la
infusien de CCK-£ (107 moles/®g/10 min) cn cstas condiciones, en un polic
vagolomizade. Respuestas semejantes s¢ observaron cn todos los animaics.

El, compamimicnte glandular del gsiémago, E2 ¥ E3, misculos crineo-dorsal v

caudo-dorsal de comparimicato  mpscubar del estdmaso  speclvaments; DP,
duodene proximal; DD, duedeno distyl.
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"FIG. 11124 - Curvas dosis efecto para el mtroprosiato sddico on; (A) estomago - |
@ } compartinviento glandular , masculos crineo-dosal ¥ caudo -dorsal {w, W) del
compattimiento muscular ¥ (B) duodeno proximal [ @—a) v distal (y=-v¥).

En el duodeno, el L-NAME incrementd de forma significativa las
respuestas excitatorias inducidas por la infusién de CCK: p<Q,00 para el
duodeno proximai y p< 0,02 para el distal (Fig. lll.17}.

En los animales wagotomizados, el L-NAME no modificd
significativamente la maotilidad gédstrica ¥ en el ducdend en 2 de [as B
experigncias realizadas se observd [a presencia de hiperactividades migratorias
semejantgs a las abservadas en los animales no vagotomizadoes. La infusidn
de CCK-8 en estas condiciones indujo un incrementd significativo de Ia
frecuencia de contraccidn en todas las areas gdstricas (p< 0,05 para el
compartimiento glandular y p < 0,01 tanto para el musculo crdneo-dorsalcomo
para el caudao-dorsal del compartimiento muscularl {Tabla L4 v Fig 111.19),
Respecto & la respresta duocdenal, la infusian de L-MAME potencid la
hiperactividad duodenal en su zona proximal {p<0.05} perg no en la distal
{Fig. 1.22).
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La infusién de L-Arg no modificé ni la motilidad basal gastroduodenal
ni las respuestas motoras debidas a la infusidn de CCK-8 (Figs. .16, 11.17
v 1L 19}

3.3.8 - Acciones del NalMP sobre la motilidad gastreduadenal,

El NaNP a la dosis de 10" moles/kg no medificd la motilidad
gastroduddenal. Las dosis entre 107 v 10° moles/kg indujo una inhibicidn
total de la actividad elécirica tanto gastrica como dugdenal. La duracidn de
asta abolicidn de la actividad fue dosi-dependiente (Fig. IILL.23}. Para
determinar {a correlacién dogis-efecto se estimd el tiempo de abolicién (otal
de la actividad eléctrica y con estos valorgs se realizaron curvas dosis-efecto
para cada drgano. En todas las dreas estudiadas se halld una correlacién
dosis-gfecto altamente significativa [p< 0,02 para todos los érganos) [Fig.
.24).

Tras la administracitn de las dosis més altas de NaNP {(5x10Q7 y 10°

molesikg) se observaron hiperactividades dundenales de corta duracion (3-4
min), migrando aboralmente desde el ducdena praximal al distal (Fig. [11.23).
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FiG: 11123 - Registro ¢lectromiogrifice do la actividad gastroduodenal mostrande el
eftcto del nitroprusiato sédico sobre las actividades gastrica ¥ dusdenal,

El, comparimients glandular del cstimago; EZ, misculo cranen-dorsal  del
compartimiento muscular del cstdmago; DF, duodeno proximal, 2D, ducdenoe distal.
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4 - ACCIONES DE LOS FEFTIDOS DE LA FAMILIA GASTRINA-CECK
SOBRE LA ACTIWIDAD MOTORA INTESTINAL

4.1 - DBJETIVOS

En los mamiferos, los péptidas de la familia gastrina-CCK participan en
el control fisioldgica de la motilidad intastinal, v parecen estar implicados en
Ios cambios de la misma gque se presentan entre ¢l pericdo de ayunas y el
perindo postprandial. El pase de la motilidad de ayunas a la postprandial se
debe 2 la ingestidn de nutrientes y a su presencia en el racto digestivo.
Estos, segldn parece, actuan a traveés de |a liberacion postprandial de
hormonas gastrointestinales (entre ellas |2 gastrina y [a CCKJ.

En las aves, la organizacidn de la motilidad del intesting delgado en
forma de complejos mioeléctricos migratorios, ¢omo en los mamiteros, ha sido
descriia recientemente y, no se ha estudiade la participacion de los péptidos
de la familia gastrina-CCK en su regulacian,

D& acuerdo con estos antecedentas, 10s objetivos de este experimenta
han sido:

A - Estudiar el papel de la CCK en la regulacidn de los complejos
mioeléctricos migraterios (MMCs), durante el perfodo pastprandial.

8- Estudiar el papel de la CCK en la regulacidn de los MMCUs en perfoda
de ayunas.

C -  Estudiar el papel de |z gastrina del pollo en la regulacidn de los MMCs .
Fara alcanzar €3tas objetivos se han realizado estudios de {a actividad
eléctrica del intestino delgado en diferentes condiciones experimentales,

analizando posteriormente |03 cambios provecados en [os parameatras mas
caracteristicos de la motilidad intestinal.
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4.2 - MATERIAL Y METODOS
4.2.7 - Animales de experimentacién: estabulacidn v mantenimiento,

Este punito s corresponde con el descrito anteriormente en el apartado
2.2.1 {pag. 98). Para la realizacidn de este trabajo s emplearon 17 animales.

4.2.2 - Freparacion de [os animales de experimentacion.

4.2.2.1 - kmplantacién quirdrgica de los electrodos,

Los protacolos bdsicos correspondientas a este punto soniguales a los
descritos en el apartado 2.2.2.1 (pdg. 97}.

Para este experimento 0§ animales fueron impilantados con 8 tripietes
de electrodos, en las siguientes localizacianes:

- Caompartimiento gltandular del astémago.

- Musculo crénea-dorsal del compartimiento muscular del estdmago.

- Musculo caudo-dorsal del compartimianto muscuiar del estémago.

- Hama descendente del aga duadenal (duodens praximall (7 cm del pilora).
- Rama ascendente del ssa duodenal (duodeno distall (18 cm del pilarod.
- Yeyuno (B0 cm del plorg 10 pre-diverticulo vitelino),

- lleon proximal (BO crm del plloro ¥ 10 post-diverticulo vitelino).

- lleon distal 100 ¢m del piloro ¥ 11 de la unidn ileo-ceco-cdlical.

La posicidn de los electrodos fue determinada en ia necropsia de 1os
animales. La longitud total del intesting {piloro-cloacal en los animales fue de
124 +6 cm [media £ SEM).

4.2.2.2 - CateterizaciGn.

La implantacidn del catéter venoso para la infusidn de péptidos ha sido
gnteriormente descrita en el punto 2.2.2.2 {pég. 99).
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4.2.3 - Registros electromiograficos y analisis,

Las caracreristicas generales del sistema de registiro son las mismas a
las descritas en el punto 2.2.3 {pdg. 100). En este caso, sin embargo, los
registros se iniciaron alos 21 dias de la implantacidn de ios electrodos, va que
experimentos previos demastraron que se requeria, al menos, este periodo de
tiempo para gue la matilidad intestinal se recuperase totalmente. El tiempo de
reqistro fue variable de acuerdo con cada protocolo sequido.

El andlizis de los registros se realizd dnicamente por integracidn de los
mismaes en intervalos de tiempo de 1 min,

4.2.4 - Tratamiento de los resultados

Sobre los ficheras numéricos obtenidos del proceso de integracidn se
diferenciaban manualments las tres fases del MMC, Los siguientes parametros
caracteristicas del MMC fueron calcutadas:

- Duracién total en cada drea intestinal estudiada.

- Duracitn de cada una de sus fases en todas las dreas del intestino.

- Velogidad global de propagacién dei frente de accidn {fase 1),

- Velocidad parcial de propagacién de la fase 1l entre electrodas
CONSSCUTivOS.

4.2.5 - Substancias empleadas

Las sustancias empleadas en esia experiencia fueron [os péptigos de
la familia gastrina-CCK CCK-8 y ©G, coniguales caracteristicas 4 las descritas
en el punta 2.2.5 (pig. 102},
4.2.6 - Protocolo experimental.

Cuando se valord la accidn de los péptidos gastrina-CCK sobre la
motilidad intestingl en pericdo postprandial, tantg la CCK-8 coma la ©G fueron
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administradas a los snimales de forma randomizada ¢con un tiempo de

perfusidn de 2 h v un volumen tatal perfundido de 2 ml. Las dosis de las
diferentes substancras empleadas fueron:

-CCK-8: 10" in=6} 3x10" in=58) v 10'° moles/kg min' {n="5).
- ¢G5 10" mples/kg min™® {n =5).

Antes de la perfusidn se reqistrd al menps un MMC completa y ésta se
inicidé 10 min despusds de haberse reqistrado una fase [l clara en el electrodo
del intestine delgade en posicion mas craneal {yeyuno). A partir de este
momenta el registro se prolongd durante 4 h mas, 2 correspondientes al
periodo de perfusidn v 2 coma periodo de recuperacidn post-perfusidn.

En todos los animales se realizd ademd#s un reqistro contral, de
aproximadamente 4 horas de duracidn, durante el cual no se perfundid
ninguna substancia,

A fin de mimetizar ) estado posiprandial mediante el empleo de CCK,
un grupn de animales {n=8) se dejd en ayunas 18 h antes de realizar los
registros EMG. En este caso se realizaron registros de aproximadamente 3 h
previas a la infusian de CCK-8 {6x107" maoles/kg h'' x3h) v £sta se inicio 10
min despuds de registrarse una fase |l clara en el electrodo mas proximal det
intestino delgado. A partir de estos reqistros se caracterizd el MMC en estado
de ayunas y durante I3 perfusion de la CCK-8. Los parametros valorados
fugron los mismos que los enumerados en el punto 4.2.4, valorindose
adem#s ¢ punio anatémico de origen del MMC. Los resultados sbtenidos
durante el periodo de infusign fueron comparadas con los carrespondientes
a las fases de ayuno v a 105 obtenidos en estado postprandial mediante un
test t de Student o el test no paramétrica U de Mann-Whitney segin los
parametros estudiados.
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4.3 - RESULTADOS

4.3.1 - Motilidad intestinal en ayunas y en perfodo postprandial.

Los renistros electromiograficos obtenidos revelaban la presencia de
una motilidad intestinal organizada en forma de MMCs en 1odo el intesting
delgado, migrando desde las reas mds proximales hasta la unidn ileo-ceco-
cdlica. La grganizacidn en forma de MMCs se encontraba tanto €n estado de
ayunas como en estado postprandial. En estos MMCs podfan distinguirse
claramente |las mismas tres fases descritas en los mamifercs {Fig. I11.25).

En estade pastprandial, la duracion de las MMCs mostrdé una alta
homogeneidad, siendo aproximadamente de 80 min en todas las dreas del
intesting delgade estudiadas. La duracidn de las tres fases del MMC fue muy
similar en todas las dreas del intestmng delgads estudradas, siendo de
aproximadamente 20 min para 12 fase i, de 30 min para la |l y de 4 min para
Ia Il {Tabla N5}, La velocidad de migracidn de |la fase (ll, tanto parcialmente
considerada entre dos efectrodos consecutives como la global, maosird
también una alta homogeneidad (Fig. 1126}, ascilando entre Q.6 y 0.7
cr/min, En estas condiciones, el 57% de los MMCs se iniciaron a nivel
dusdenal y el 40% en el yeyuno {Fig. .27}, El inicio de un MMC a nivel
dundenal coincidia con un descenso en la frecuencia gastrica gque duraba
aproximadamente el mismo periodo que la hiperactividad ducdenal,
recuperandose la coordinacidn gastrodugdenal inmediatameante tras esta
hiperactividad (Fig. lll.25).

En ayunas, aproximadamente el 30% de los MMCs se originaron a nivel
gastrico {Fig. Il.27). En estos casos el estdmage mostraba un incremente de
su actividad previa a la aparicidn de una fase Il duadenal ¥y ademds, la
actividad gdstrica se mantenia durante dicha hiperactividad (Fig. (IL28). En
este caso la duracidn del MMC oscilaba aproximadamente entre los 70 v los
90 min, y aparecia significativamente alargado, respecto al estada
postprandial, tanto en el ilean praximal (p=0,01) comao en el distal {p<0,05]).
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FIG. 1125 - Registro infeprado deo la actividad eléctnez gastraintestinal e un pollo
cn cstade postprandial, mostrands 1a organizacidn de la motihidad def inlestine en
forma de MMCs.

E, musculo crineo-dorsal del compartimiento muscular del estémage; D, deodeno
distal, ¥, yeyuno; [1 ¢ 12, ilcon proximal v distal respeetivamente.
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FIG. il1.26 - ¥elocidad de propagacion de la fase 111 del MMC cn diferentes

condiciones cxperimentales.

DD-I, velocidad de propagacion cotre ¢l ducdeno distal ¥ el yeyune, J-11, velocidad
dc propagacidn entre el yeyung ¥ el ilcon preximal; [1-12, velocidad de propagacion
entret el ileocn proximat y cf distal.

Los datos esein expresados comoe media+SEM.

* ** diferencias significativas con el eswado  porsprandial (p0 03y 0,01
mspectivamente, do acucrda con of test U de Studene).

+ , difercncias significativas con of cstade de ayunas (p<0,03, de acuerdo con el test
t dc Student).

La duracién de |la fase | fue aproximadamente de 50 min, estando
significativamente alargada.respecto al perfodo postprandial, tanto en el
veyuno como en el leon. La duracidn de la fase Il fue de aproximadamente 24
min. ¥ estaba significativamente acortada respecto al periodo postprandial
tanto en ¢l fleon proximal coma en el distal pero no en gl yeyuno donde el
acortamiento no llego a ser estadisticamenta significativa. La duracidn de la

- 339 -



(= Estémago

100 1 i1 Duodeno
8.2
! 72 Yeyuno
' G1.7
e
2.9 5,0 3.3 0,0
0 - 707 R — ]
Ayunas Postprandia! Ayunas
+ CCK

FIG, 11127 - Porceniaje de MMCOs onginados en estémago, duodeno o vevuno en las
diferentes cendiciones experimentales.

*3 diferencias sigmificativas con ia misma irea anatdmica durante el estado de avunas
{p=0.0t dc acuerdo con cl test U de Mann-Whitney).

fase i1l fue también muy canstante, gscilando entre los b y 1es 7 min segdp
el &rea intestinal considerada y estaba alargada significativarnente con
respecto al perfodo postprandial en el yeyuna ¥ én el ilean proximal, pero o
en 2| distal (Tabla i.5). La velacidad de propagacidn de !a fase Il aparecié
significativamente incrementada, en todas las areas consideradas, respecto
al estado postprandial (Fig. 111,28},

4.3.2 - Efecto de la CCK sobre la matilidad intestinal en ayunas.

Durante la perfusidn de CCK {6x10"" molesfkg/h % 3h} en animales
mantenidos an ayunas durante 18 h antgs del experimento, aproximadamente
gl 60% de oz MMCs se origind a nivel duodenal, el 30% a nivel yeyunal ¥
stlo ¢l 6% a nivel gastrico {Fig. IL.27). En los MMCs originadas a nivel
dugdenal no se encontrd participacién del estémago {Fig. IIE.28).
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Curante la perfusién de CCK |a duracian total del MMC oscild entre las
&0 ¥ los 90 min segan el drea considerada {Tabla IIIL5). En general, su
duracidn se redujo, respecto al estado de ayunas, en todas lag dreas
intestinales estudiadas. Los resultados obtenidos no mostraron en ninglin caso
diferencias significativas con los correspondientes al periodo postprandial.
Cuando se analizé [a duracién de las tres fases del MMC se encontré una
tendencia al acaortamiento de la faze | y al alargamiento de |a |l respecto al
estade de ayunas. De forma =imilar, en general, la fase | aparecia mas larga
¥ la dos mas corte que en periode postprandial. La duracidn de la fase i s6lo
se alterd de forma significativa en el yeyuno, en el cual aparecio
significativamente alargada con respecto al perfado postprandizl.

La velocidad de migracidn de ta fase {il durante la perfusion de CCK
aparecid reducida rezpecto al pericdo de ayunas, pero esta reduccion sdio fue
significativa para la propagacidn entre el ileon proximal y el distal. En ningdn
caso se encontraron diferencias significativas entre lag velocidades de
migracian durante el perindo de perfusidn de la CCX v las corrgspendientas
al estadn postprandiai (Fig. 1L26).

En general 1a perfusidn de CCK en animales en ayunas transforma los

pardmetros caracteristicos del MMC desde los propios del estado de ayunas
8 uUnds cercanos a los del periodg postprandial.
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TABLA 1113 - DURACION DEL MMC Y SUS FASES (min]) EN AYUNAS ¥ EX
FERIODO POSTPRANDIAL. EFECTO DE LA INFUSION DE CCK-8 EN AYTNAS,

POSTPRANDIAL AYTMAS AYUNAS +
CCKE-8
DUGLENO
Duracidn total 649 915 490 67,847 80
YEYUNO

Duracién totad 62225 16 14.9£7.30 70,7+7.50
Fasa [ 19,341,792 45,0=8 50, ** 37,545 60; **
Fase 11 35,525,460 24,614 60} 25045 00
Faze I 4,940 27 6,6£0,50; *=* 6,2+0.40; *

ILEON PROX.

Citacidn total 55.4%10.30 93 5+7.60, ** T 0¥ 5+
Fase | 22,4401 59 14620, *** 30 TS, 1T,
Fasze I 33,5+ 51 24,1627 * 34500,
Fase ill 4.3+0.40 3 8H0 40, * 5,240 50

ILECN DISTAL

Duracidn total 66, 627 00 04 J40 M " RL5£11,10
Fase I 16,310 94 33,0+ 10,8G; ** 33,546,440, *
Fase Il 45 545 99 24,342,830, ** 29.3+4 10,
Fase 111 4,64 +0.40 5,5:0,40 140,50

*_ ks aer o158 0.01 y 2,001 respecto A estado postprandial (t de Student).
+, +k, e pe, 05, 0,01 v 0,001 respecto al estado de ayunas (¢ de Swdent).
Los datos esudn expresados como mediatSEM.
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FIG. .28 - Registro integrado de la actividad cléctnca gastrointestinal en un pollo
en ayunas mostrande ¢l chects de 1a infasidn de CCK-R (6x10" molestkye/h x 3h)
sobre la misma.

E, mascule crinco-dorsal del compartimicnte muscelar del estomago, DP v DD,
ducdeno proximal v distal respoctivamentc, Y, vevuna; 11 ¢ 12, fleen proximal ¥
distal respoetivamente.
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TARBLA 116 - DURACION DEL MMC (min) EN ESTADO FOSTPRANDEAL
(CONTROL) ¥ DURANTE LA PERFUSION DE CCK-§3 Y <G

YEYUND ILECHN ILEOM
PROXIMAL DISTAL
CONTROL B0, 144,64 56 1+4 8 o0l 44839
n=20 n=214 =14
cl5 B4, 175 BT 031 64, 3+6.8
{1 moleskg/min) n="% n="7 n=112
CCK-% 3,217 4 123+11.5 10285147
(1" moleskeming n=ii n=3% nct, ** ¢
CCK-8 BlEE]T G 93,0+14,9 -
{3x10"" moeles/kgmin) n=6, * n=7, **
CCK-8 Dizrupcidn Disrupcidn Disrupeidn
(107" molesdhgfmin}

Los datos estan expresados como mediztsed.
oAk eFe pe 05, p<,0L v pe0,001 respectivamente (test ¢ de Student).

4.2.3 - Efectos de la CCK-B sobre la motilidad intestinal en estado
postprandial.

El efecto de la CCK-8 sobre los MMCs fue de tipo dosis-dependiente.
La dosis de 197" moles/kg/min x 2k na alterd la duracién total del MME ni en
el yeyuno ni en el iean proximal, aungque en esta Zona se observd una
tendencia, no significativa, al alargamiento del mismo (Fig., [4.28). Sin
embargo, esta tendencia a !a elongacidn sl que fue significaliva en el feon
distal {p < 0,001} {Tabla ill.6}). Por fases, nila duracién de |la fase | [Tabla . 7}
ni la de 1a M {Tabla {i.9) fueron modificadas en ninguna drea de las
estudiadas, =in embargo la fase || aparecid alargada de forma significativa
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tanto en el yeyuno proximal (p<0,08) como en el distal [p<0.02) (Tabla
.8, Ni la velocidad global de migracidn de la fase (il ni lag velocidad
parciales entre electrodos consecutivas fueron alteradas de faorma significativa
por esta dnsis de CCK-B tabla HNL10;.

La CCK-8, a una dosis de 3x 10" malesikafmin x 2h, produjo cambios
significativos en ta duracidn del MMC en todas las dreas del intesting delgada,
nbservandose un alargamiento del misma con una duracién de entre 80 ¢ 100
min segun el area intestinal considerada [Fig. IN.30Q). Este proceso de
eiongacidn del MMC ara mucho mas evidente a medida que el drea intestinal
considerada era mas distal {Tabla ill.8}. En el fleon distal en ninguno de los
casos Uegd a registrarse un MMC completa durante las 2 horas de perfusitn,
sin embarga, & que se registraran fases |l migrando desde &l ilgeen proximal
y actividades tipo fase [ v I, Cuando las fases dei MMOC eran evaluadas por
separado se observd que en todas las areas inteéstinales habia un acortamiegnto
significativo de la fase | (con una duracion de entre 5 v 10 min, segun el drea
consideradal (Tabla IE[.7) v un alargamiento de la fase |l {¢on una duracidn de
entre 85 y 80 min, rtambién segln el drea intestinal considerada){Tabla I, 8},
La duracitn de 1a fase lll no se madificd de forma significativa £n ninguna de
las zonas estudiadas {Tabla NL9). Junto con ente alargamiento del MMC se
observd una reduccidn en 'a velocidad de propagacidn de la fase Il tanto
considerada globalmente (p<0,08] camo entre el ileon proximal v el distal
{p<0Q,08], pero no entre &l yeyund y el fleon proximal (Fig. [I1.29 y Tabla
M. 10).

El efgcto de la CCK-8 a una dosis de 10" moles/kgimin x 2 h fue de
disrupcién del MMGC en todas 1as areas del intesting delgado duranie todo el
tiempo de infusién. Durante este pericdo el intestino presentd una motilidad
irreqular y desorganizada, consistente en contracciones continuas de alta
amplitud en todas las dreas sin una clara relacidn entré unas y otras (Fig.
.31},

4.3.4 - Efectos de la cG so0bre 1a motilidad intestinal.

La infusidn de ¢ a una dosis de 107" molesfkg/min durante un periodao
de 2 h (Fig 111,33} no modifics ia duracidn global del MMC (Tabla 111.6}, ni de
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ninguna de sus fases, en ninguna de [ag dreas intestinales (Tablas L7, LB
¥ IL.2; ni tampoco [a velocidad de migracidan de la fase 1, tanta global como
parcial enire electrodos consecutivos [Tabla L1000,

TABLA L7 - DURACION DE LA FASE [ DEL MMMC (min) EN
ESTADD POSTPRANDIAL {CONTROL) Y DURANTE LA PERFUSION
DE CCK-8 Y 0.

YEYUNG ILECHN TLEOM
PROXIMAL DISTAL
CONTROL 22,342 4 20 8+1.3 21,9417
n=1_8 n—10 n=20
e 26,4445 19,6402 24,543 §
(10 moleskg/mind n=% n=8 n=1{
CCK-% 14 G+ 3 17,2483 139,326,0
(1077 moleshe/min} n=R n=5 n=6
CCK-% 11,8+5.0 3326 B3x57
(3x10"" moleskp/min) n-h, * n=7, e n=4, **
CCR-3 Dizrupctdn Disrupcion Drstupeidn
(10" moles/kg/min)

Los dalos estan expresados come mediatSEM.
€ ex ave- g 05, po 0] v p0, 001 respectivaments, de acuerdo con
el test 1 de Student.
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TABLA IIER - DURACION DE LA FASE [I DEL MMC {min) EN
ESTADD POSTPRANDIAL (CONTROL) ¥ DURANTE LA FERFUSICH

DE CCR-3 Y i

YEYUND

ILEON ILEON
PROXIAAL DISTAL
COMTROL 423445 Fr R R | 35.8+4.0
n=20 n=18 n=21
cls 42.3+5% 4 63813140 34,4467
10" moles/ke/min) n=§ h—i n="4
( g/
CCK-5 2545 0 45 087 G4 BE15.3
(107" moles/keimin) n=58 a=5, * n-4, *
CCK-8 13,5517 0 74.9+14 | L2105
{3x10"" molesdg/min} h=6, "7 n=7, ¥ nd, ***
CCk-i Desrupcicn Dismypeién Cisrupsionm
(107" moleshgimin)

Las datas estdn cxpresadas come meodiatS5EM.

REUIE peD05, po000 y p0,00] respectivaments,
de acruecds con el test ¢ de Student.
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TABLA L9 - DURACION DE LA FASE I'I DEL MM {min} EN
ESTADO POSTPRANDIAL (CONTROL) Y DURANTE LA PERFUSION
DECCK-3Y DEY oG

YEYUNO ILECHM ILEON
PROXIMAL DISTAL
CONTROL 4.5=0.4 39403 3.0+ 3
n=:7 n=2% n=32
cG 54307 4 5H0 5 4,120,5
(10" moleska/min} n=§ n=58 n=[1
CCK-3 31,7:0.5 4,306 3,940 4
{10°"* moleskg/min) n=10 =1 n=3
COK-8 46405 36407 4, 220.5
{3210 moleska/min) n=5 n=% n=5
CCR-8 Disrupcion  Dizsmpeidn Disrupcidn
(10" maleskg/min)

Los datos cstin expresados como media+3EM.

TABLA MIL10 - VELOCIDAD DE PROPAGACION DE LA FASE III
DEL MMC (rmimin} EN ESTADO POSTPRANDIAL Y DURANTE LA
PERFUSION DE CCK-8 Y cG.

Mol YEYUNO - IEON  [LLON PROXIMAL
FROXMIBLAL « ILEQN DIsTAL
CONTROL 0,5940,03 &, 710,06 06650, 04
n=28 n=219 n=33
cl3 0,70+ 10 {0840, 14 0.54+0,09
{10"° moles/kp/min} n=11 n="7 o=11
CCK-2 0,62+0.08 0.8150,14 0,5840 07
{101 moles/kg/mind n=11 n=9 n=7
CCK-3 043,03 04540 13 04380 09
{3l moleske/min} n=7q, * n=6 =7, *
COK-8 Disrupcidn Dismipeidn Discupcidn
(10" moleskgimin)

Leos datos estin expresados como mediatSEM,
*: p<0,05, de acverdo con ¢l tost ¢ de Student.
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FIG. UL2% - Registro integrado de la actividad gléctnica gastraintestingl ¢n un pelle
en estado postprandial, mostando el efecto de una infusién de CCK-3 (10"
maoleskeimin x2h). RBespuestas similams s¢ observaron en todos [os animales.

E, misculo crinco~dorsai del compartimiento muscutar del estémago; D, ducdeng
digtal, ¥, veyung; [1 ¢ 12, ileon proximal v distal respectivamente,
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FIG. .30 - Registro integrado de la agtividad eléctrica gastrointestinal en un pollo
tn cstado postprandiad, mostrando el cfecto de¢ una infision de CCK-§ (3xi0™
meleskg/min x2h), Respuesias similares s¢ ohservaron en todas los animales.

E, misculo crineo-dorsal del comparimiente muscular del estémage; D) duodeno
distal; ¥, yeyuno; [§ e 12, ileon proxamal y distal respecovamente.
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FIG. 1IL31 - Registo integrado de la actividad clécinca gastrointestingl ¢n un pollo
en estado pestprwdial, mostrando el efecto de una infusion de CCE-3 (107°
moles/kg/min x2h). Kespuestas similares se observaron cn todos los animales.

E, misculo crinea-dorsal del compartimicnio moscelar del estdmago; D, dyodeno
distal; Y, vevuna; 11 e 12, fleon proximal v distal respectivamente.
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FiG. 111.32 - Registro integrade de la actividad chéctnca gastrointesttnal en ya poilo
en estado postprandial, mostrandn el efecto de una infusion de gastrina de pollo (cG)
{10" molesfkg/min x2h). Respuestas similares se observaron ¢n todes los animales.
E, musculo crinee-dorsal del compattimiento mugcular del estémago, D, duodeno
distaly ¥, yeyuno; Il ¢ i2, ileon proximal y distal respectivamenie,
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5 - EFECTOS DE LOS LIPIDOS SQBRE LA MOTILIDAD GASTROINTESTIMNAL.

5.1 - OBJETIVOS

En los mamiferos se sabe que ios componentes ge [a dieta actuan
modificando |la motilidad gastrica y la intestinal. En las aves se sabs gue
diversos componentes de la dieta [lipidos, amincacidos o fibra) actian
alterando de formas diferentes la metilidad vy el tiempo de trénsito
gastrointestinal. Hasta & mamento, 55(0 hay un estudia sobre las acciones
que ios Hpidas de la dieta tienen sabre |a actividad maotora gastroducdenal en
las aves pero no s¢ han estudiada las acciones de estos compuestos sobre la
motilidad intestinal.

Asl, Igs ohjetives de este trabajo han sido:
A - Estudiar el efecto de los lipidos scbre la motilidad del édrea
gastroduodenat del pollo y la relacidn de éstos con su forma quimica y

la wia de administracitn de 103 mismos.

B - Estudiar las acciones de 108 pidos, perfundidos intraluminalmente por
diferantes vias, sobre la motilidad del intesting delgado.

5.2 - MATERIAL ¥ METODOS

5.2.1 - Animales de experimentacidn: estabulacidn y mantenimiento,

La descripcidn de este punto corresponde a la desarrollada en el
apartado 2.2.1 {pdg. 96). En aste experimento se emplearen 16 animales.
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5.2.2 - Preparacidn de los animales de experimentacidn.
5.2.2.7 - Implantacion guirdrgica de los electrodos.

Los protocolos correspondientes a este punto son iguales a los
descritas en 2.2.2.1 (pag. 97},

Fara este trabajo los animales fueran divididos en dos grupos:

A - 10 de os amimales, empleados para el estudio de la motilidad
gastroduodenal, fueron implantados con 5 tripletes de elecirodos en las
mismas localizaciones que las especificadas en el punta 2.2.2.1 {pag.
97).

B - 6 animales, empleados para el estudio de la motilidad intestinal, fueron
implantades con B tripletes deé electrodos en las localizacicnes
especificadas en el punto 4.2.2.1 [p&g 134). Estos animales fueran
empledos también para parte del experimento descrita en el apartado 4
(pag 123).

5.2.2.2 - Catetenizacidn,

Simultaneamente a la implantacién de los electrodos 105 animales eran
equipados con dos catéteres [de iguaies caracteristicas a los empleados para
la cateterizacion venosa) en:

- Esdfago tardcico.
- lean praximal {5 em post diverticuio de 1a veslcula vitalina).

Estos catéteres eran preparagos praviamente realizando un reborde en
su pared, por calentamiento del propio catéter, a 1,2 cm de ung de sus
extremos. La implantacidén cronica, tante a nivel esofdgico corne ileal, se
realizaba practicando una peqguena ingisidn 12 mm aproximadamente) en la
parad del drgano. Por este orificio se introducia ¢l extremo del catéter en el
que previamente se habla realizado el reborde, dejando gentro de la luz del
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Grgang, ¥ en sentido caudal, todo el espacio comprendido entre dicha rebarde
v el final del catéier. A continuacidn se suturaba la incision mediante sutura
de microcirugla no absorbibie. El reborde realizado en &) catéter sirve de tope
al contactar con la pared interna ileal o esofagica, y evita que éste pueda
salirse de 13 luz del drogano. Log catéteres se exteriarizaban y se dirigian hacia
la misma abertura darsal por la cual se extraian 1as electrodos, alojandose con
ES105 cuande no se astaban realizando registros,

Estos catéteres fueron periodicamente revisados y perfundidos con
solucitn salina fisiglégica, para mantener abierta su luz. Su ¢olocacion era
somprdbada en la necropsia de los animales.

5.2.3 - registros electromiograficos y andlisis.

La técnica general empleada para los reqgistros electramiograficos
corresponde a la expuesta en gl apartado 2.2.3 (pag. 928).

Cuando se estudid |la motilidad gastroduodenal el tiempo de registro fue
de 70 min, repartido en tres bloques:

- 10 min de registro, considerados como motilidad basal,

- 30 min, correspondientas al tiempo de infusidn de las diferentes
substancias testadas.

- 30 min de registro post-infusitn, comoe perfodo de recuperacion.

Los registros digitalizados fueron analizados mediante valoracion de la
actividad eldctrica total generada durante tode el tiempo de registro
{integracidn, ¢on intervalos de tiempao de 1 min) ¥ estudio manual de los
cambios cualitatives presentes en la motilidad duadenal.

Ert 105 estudios de la motilidad intestinal se registrd al menos un MMC
completo antes de empezar 1a perfusidn del ipido y dsta se inicid 10 min
daspués de haberse registrado una fase lil clara en el electrodo del intesting
deigado en posicidn mas craneal (yeyunol. A partir de este momento 2
registre s2 prolongd durante 4 h més, 2 corrgspondientes al periodo de
perfugidn v 2 como periodo de récupeéracion past-parfusion.
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5.2.4 - Tratamiento de 1os resultados.

5.2.4.1 - Resultados de ia integracidn.

El tratarmiento correspondiente a 10§ resultados del proceso de
integracidn corresponds al expuesto en el apartado 2.2.4.1 [(pag. 99).

5.2.4.2 - Valoracion cualitativa de la motilidad gastroducdenal.

Las registros digitalizades fueron repraducidos a slta velocidad (8.6
cmfmint por impresora, mediante uno de 168 mddulos del sistema de sotfware
empleatda en la digitalizacign y anghsis de la senial. A esta velocidad el ciclo
gastraduodenal queda ampliamente expandida y es posible diferenciar |a
secuencia de contracciones en tados o5 canales registrados. La motilidad del
ared duodenal fue valorada de forma gque kas contracciones presentes se
clasificaron en;

- Peristalticas: cuando se originaban en la rama dugdenal descendente y se
propagaban aboralmente al duodena distal.

- Antiperistdlticas: cuando se griginaban totalmente © &1 parte én la rama
tduodenal ascendente y se propagaban gralmente a |a rarmna descendente.

El namero de contracciones totales y el de antiperistalticas fue valorado
en intervalos de 10 min, desde el inicio del registro hasta el fin del mismao,
expresandose por lo tanto como contracciones {tatales o antiperistaiticas) /
10 min. Los valores obtenidos durante [os perfodos de perfusion y de
recuperacidn fugron comparados con 1os basales, correspondientes a los 10
min de registra anteriores al inicio de la perfusidn, mediante el fest de
estadistica no paramétrica U de Mann-Whitney. Se considerd que existian
diferencias significativas entre 105 datos estudiados cuando p<0,05,

5.2.4.3 - Analisis de |la motilidad intestinal

A partir de los wvalores obtenides en el proceso de integracion se

- 186 -



valararan los mismes pardmetros del MMC expuestos para la experiencia
antarior en el apartado 4.2.4 (pag. 136},

5.24.5 - Substancias empleadas.
Las substancias empleadas en esta expariencia fueron:

1-  Acido cis-8-octadecennico {C,gH., Q) {&cido aléico (DA} -
Se empled un OA libre (282,58 g/moll de un 95% de pureza y una
densidad de 0,82 g/m! {Sigma Chemigal, St. Louis, Missouri, U.5.A4.).

2- TrioleinalC18:1,[cis]-9% 11,2,3-1ri-[{cis)-2 octadecennil] gliceral; giceril
tricleato) (B85,4 g/mol], con una pureza aproximada del 359%, y una
densidad de 0,91 g/mi} {Sigma Chemical, 5t. Louis, Missourt, U.5.A4.).

5.2.8 - Protocolo experimental.

Cuando se estudiaron las acciones sobre e coordinacidn
gastroduodenal, 1os registros electrormiografices se iniciaban 10 min antes de
la administracidn de cugiguier producto ¥ este perioda era considerado como
de actividad motora basal.

Los animales recibieron de forma randomizada perfusiones de AQ vy de
tricleina (TQ), tanto por via esofaqgicas in=8 para el AQ v para la TO) como
ileal (n=8 para el AD y para la TQ). Las dosiz perfundidas de estos lipidos
fuercn tales que en ambos casos la cantidad final de moléculas de oleato libre
fuese la misma. Asi se perfundieron €,3x107 moles/30 min de QA, con un
volumen final de 2 ml y 2,110 moles/30 min de TO {que contienen 6,3x10°
? moles de cleato libre), con un volumen final de 2,04 ml. Los animales
recibieron ademds perfusiones, par via esofagica e ileal, de solucidn salina
fisiokdgica cama control, con un volumen final de 2 mif30 min.

Tras los 30 min de perfusién, los registros electromiogréficos se
prolangaron 30 min mas como perfodo de recuperacidn,
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El efecte del AQ sobre Iz motilidad intestinal postprandial se estudid a
partir de la perfusién de 6x13 molesf2 h de AQ, tanto por via esofigica
in=8} como por via veyunal (n=>5).

5.3 - RESULYADROS

5.3.1 - Efectes de la perfusidn esofdgica de lipidos sobre la motilidad
gastroduyodenal.

La perfusidn esofdgica de AD produje una inhibicidn significativa
{p<0,00} de la actividad elécirica de todas las é&reas gastricas. En el
sompartimiento glandular del estdmago la inhibicion se inicid a los 10 min de
iniciada la perfusién y se prolongd hasta los 3Q min tras su fin. La accidn en
el compartimiento glandular se inicid a los 15-20 min del inicio de la parfusidn
v durd hasta lgs 30 min tras su finalizacién. Durante toda el peripdo de
registro la actividad eléctrica total del dugdena no se modificd de forma
significativa (Tabla 11,11 v Fig. NL33). Sin embargo., el ndmero de
contracciones duadanates disminuyd de forma significativa a partir del minuto
11 de perfusitn, y este descenso se mantuvo hasta el final del periodo de
registro. Cualitativamente, se observd un incremanto significativo en gl
rudmero de contracciones duocdenates antiperistalticas, a partiv de los 20 min
del inicio de fa perfusidn (Tabla 111.12 y Fig. IE.34A).

La perfusidn de TO por la misma vfa pradujo una mhibigion significativa
de [a actividad eléctrica de todas las dreas gdstricas estudiadas (Fig. M11.3%),
La accidn inhibitoria se inicid aproximadamente a los 15 mm del inicio de iz
perfusion y durd hasta los 30 min tras el final de la misma (Tabla 111,171}, La
actividad eléctrica total duodenai se madificd dnicamente durante minutos
gislados en todo el periodo de registro, observandose ademas un descenso
significativo en la frecuencia de contraccidn a partir del minute 11 de
perfusian, prolongandose hasta el final del registro. lgualmente se chservé un
incremento significativo en el ndmerg de coniracciones antiperistdhticas a
partir del minuto 20 de perfusidn (Tabla L.13}.
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FIG. II1.33 - Registro electromiogrd fico mostrando la accion de la infusion esofigica
de dcido oléico (AD) (6,3x10” moles/30 min) sobre la actividad eléctrica

gastroduodenal. Respuestas semejantes se observaron en todos los animales.

El, compartimiento glandular del estémago; E2 y E3, musculos craneo-dorsal y
caudo-dorsal de compartimiento muscular del estdmago respectivamente; DP,
duodeno proximal; DD, duodeno distal.
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TABLA 1L - ACCION DE LA PERFUSION ESOFAGICA E ILEAL
DE LIPIBOS EN LA ACTIVIDAD ELECTRICA DEL AREA

GASTRODUCDENAL.
Compar. asa. Mse. {rindeno Duoderno
Glandular Crinegs Coudeon Descend, Ascend.
Taorsal Charzal
Tséiagn 1.5, ns. n.5. n.s, n.g.
SF [[ecn 0.5 5. 0.5 I.s. n.5.
Escisgs g, l& 20-60 14 n.s. ns.
AD 2a-600 18-50
lleon ns. 1547 13-60 RS n.s.
Esilnga 16-50 16-60 [5-00 27-18 2324
o, 4z AT
TO 44, 46
[leom ns. ns. n.5 n.s. In.s.

Los valores indican los minutes tras el inicio de ia perfusidn {min () en
los que [a inhibicion de la actividad ¢léctnea em significauva (P<0,05}),
de acwerdo eon ¢l test de Dungan,

ns.: no significalivo.

SF. suerp fisinldgico, AD: dcido oléicn; TO: triclcina.

5.3.2 - Efgctos de |a perfusién ieal de Ilpidos subre la motilidad
gastroducdenal.

la perfusidn ileal de AD no modificd de forma significativa 1a actividad
sléctrica del compartimiento glandular dal estdmagn pera si la del muscular,
observindose una inhibicidn significf2ativa (p<0,03} & partr del minute 14
v pralongéndose hasta el final del perfodo de registrg. La actividad totai
duodenal no se modificd en ningun momento durante el tiempo de registro
{Tabla .11 v Fig. IL36}. Sin embargo, el nurmero de contracciones
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FiGG, IIE.34 - Repisuo cloctromioprifico oxpandido de ia actividad pasiroducdenal
durante la perfusidn de acido oléico (6,35 007 moles/30 min} via esofigica (A) y via
ileal (B). Las fechas muestmap !a propagacion peristiitica | antipersuiltica de las
contracciones duodenales.

Ei, compartimicntd glandular del estomago, EZ2 y E3, miiscules crangg-dorsal v
cando-dorsal de compartimiente muscular del estdmage respootivamente; T3P,
duodenc proximal; DD, ducdeng distal.
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FIG. II1.35 - Registro electromiogrd fico mostrando la accion de la infusidn esofigica
de trioleina (TO) (6,3x10" moles/30 min) sobre la actividad eléctrica gastroduodenal.
Respuestas semejantes se observaron en todos los animales.

El, compartimiento glandular del estémago; E2 y E3, musculos cranco-dorsal v
caudo-dorsal de compartimiento muscular del estdémago respectivamente; DP,
duodeno proximal;, DD, duodeno distal
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duadenales s& redujo de forma significativa a partir del minuta 11 de perfusidn
y durd hasta el final del registro. Simultdneamente se phservd, tambisdn a
partic del minuto 31, un incremento significative en el naOmero de
contracciones duodenales antiperistaliicas (Tabla 111172 y Fig. L.348).

La perfusidn yeyunal de TO no modificd en ningdn momento la
actividad elécirica total generada ni en estdmago ni en dusdeno {Tabla 111,11
¥ Fig. IIL37). De la misma forma tampocoe modificd cualitativamente |a
actividad duodenal [Tabla 111.713).

Ferfusiones esofagicas e ileales de suerg fisiolégica, empleadas como

control, no modificaron ni cualitativa i cuantitativamente ni la actividad
gastrica ni 1a ducdenal.
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TARBLA NL1Z2 - EFECTO DE LA INFUSION DE ACIDO OLEICO
SOBRE LA ACTIVIDAD MOTORA DUODENAL: FRECUENCIA
TOTAL Y DE CONTRACCIONES ANTIFERISTALTICAS {ciclos/ID

min}.

YEYUNO ESOFAGD
=
Ticmpu Croniracciones Contrageiones Coptraceionss Contraecinnes
(min) Antiperista i Anlipenstall.
Conral | 35254090  0K705% 12134405 [,00+0,45
L-10 29.50+2 13 2,23%1 16 33,5811 .80 1,254 44
.5 .5, T.5. n.s.
11-0 24,7583 35 42510 8% 33, 13+4,00 2 3EA0 TR
. el i 1.s.
2.0 19.75+0,02 2 3610 89 20,00£2,32 3 254089
L] [ (R} xw
3150 15,5043 38 3,001 43 21,3035 23 238125
3 * £ .5,
4130 14,7542 40 1,58:40,47 17.75+323 363211V
Kk ] Ry LE]
51.64 17, 88+4 20 1,754 0 06 2143413 84 2,7+ 10
e M.5 ] »

# &3 wev difercpcias significativas sespecto al penede control
(peth03, 0,01 ¥ 9,001 espeetivamente}, de acucrdo con el test U de
Mann-Whitney,

- 164 -



TABLA 11113 - EFECTO DE LA INFUSION DE TRICLEINA SOBRE
La ACTIVIDAD MOTORA DUODENAL: FRECUENCIA TOTAL Y
DE CONTRACCIONES ANTIPERISTALTICAS (ciclos/i0 min).

YEYUNO ESOFAGO
=
Tiemps Contracciones Conlraccianes Conlraceiones Contracciones
(muny Antipenst. Anbipernist.
Contoal 33 38£2 58 0,6320,35 317,50=1 70 0,a3:0.40
1-10 35,7532.30 1,1340.5] 36,131,821 0751027
s, ns. .5, .5,
120 34,5042 15 25041 05 29 3EE3 64 1, 504067
ns. n.a. " n.5.
2130 1) 632,55 138+ 45 215042 08 3,30%1 105
ns. nas. i .
-4t A0 3843 510 0,85+0.43 24 3R42 85 3,251,123
n.s5. n.s. *E *x
41-50 31,253 56 0885032 19, 5041 91 26310 45
n.s. n.5. aE LR J
siep | 2950422 1752000 21144335 2004082
1.3 n.s * *

* 4o diferencias sigmificativas respecto 2l periedo control

{p<0,05 ¥ 0,01 respectivamente}, de aguerdo con ¢l test U de Mann-

Whitney.
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FIG. 11136 - Registro electromiogri fico mostrando la accién de la infusidn ileal de
icido oléico (AQ) (6,3x10"* moles/30 min) sobre la actividad cléctrica gastroduodenal
Respuestas semejantes se observaron en todos los animales.

El, compartimiento glandular del estémago, E2 y E3, musculos craneo-dorsal y
caudo-dorsal de compartimiento muscular del estémago respectivamente; DP,
duodeno proximal; DD, duodeno distal.

- 166 -



TO

FIG. 11137 - Registro electromiogri fico mostrando la accién de la infusion ileal de
tricleina (TO) (6,3x10”" moles/30 min) sobre la actividad elécirica gastroduodenal.
Respuestas semejantes se observaron en todos los animales

El, compartimiento glandular del estomago, EZ y E3, musculos crinco-dorsal y
caudo-dorsal de compartimiento muscular del estdmago respectivamente; DP,
duodeno proximal, DD, duodeno distal
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FIG. 111.38 - Registro integrade de la actividad eléctrica pastrointestinal oo wn pollp
cn estado postprandial, mostrando el efecto de una infusion esefigica de dcido oléico
(AD) (6.3x107 moles’30 min}. Regpucstas similares s¢ observaron en todos los
animales,

E, musculo erinco-dorsal de! compartimiente muscular del estomago, D, docdens
distal; Y, vevung; 1] ¢ 12, ileob proximal v distal respectivamente.
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FIG. IIL.3% - Efceto de 2 perfusién esofigica o teal de dcido aléico (A0} zobre fa
dumcidn tetal del MME v de sus fases en las areas del imtesting defgada cstudiadas,
i, vevund: 11, Heon prosimal; 12, ikeon distal.

* €2 *3e difercncias significativas respecto al control (p<0,05, 001 v 0,001, do

acuecdo con el fest 1 de Stedent).
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FIG. 1140 - Velocidad de propagacion de la fase 11 del MMC durante ¢l penode
control  (—#p—) ¥ durantc [a profesion esofigica (— - -} o ileal { -~ ) de dcido
olétco.

¥-12, wvclocidad plobal de propagacién del vewvuno al ileon distal, Y-11, velocidad
parcial de propagacidn crtre 2l yeyuno y ¢l ileon proximal; [1-12, velocidad de
propagacidn entre el ileon proximal v of distal.

o ¥m, Fr* diferencias significativas con el periodo control (p<0,3, 0,01 ¥ 0,001 de
acucrde con el test € de Studnet).

5.3.3 - Efectos del acido oléicg sobre la motilidad intestinal {MMCs).,

Los efectos de!l AD sobre los MMCs fueron muy =emejantes tanto
cuando éste fue perfundido por via esofagica come cuando se hiza por wia
yeyunal. Los pardmetros correspondigtes al perindo control de esta parte son
los mismos 2 los del experirnento anterior {(pag. 137 ). La presencia de
catétares implantadaos en al fleon no modificd la motilidad intestinal en esta
arza donde siguieron presentdndonse MMCs coniguales caracteristicas a las
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de aquelfos animales sin catéter, por ello, los MMCs registrados en estos
amimales durante los pericdos de contred se han incluide con los de los
amimales sin catéleres para la caracterizacidn del MMC en perfodo
postprandial.

La perfusidn esofdgica de AQ produjn una elongacidn altamente
significativa del MMC en todas las Areas del intesting delgado, asf su duracidn
media oscilaba entre los 100 v los 110 min [p<0,001 para yeyeno o ileon
proximal y distall (Fig. 1.38). La duracion de la fase | del MMC estaba
significativamente alargada sdélo en el ilean distal {(p<0,01) migntras que la
de la fase 1l fue significativamente mayor en todas fas &reas intestinales
{p< 0,001 para el yeyuna y el illean distal y p«< 0,01 para el lleon proximal},
La duracion de la fase [l no cambio significativamente en ninguna de ias areas
estudiadas (Fig. 11i.38}. De forma similar la velocidad de prapagacidn, tanto
giobal como parcial, de la fase Il s& redujo de forma altamente significativa
en todas las areas intestinales (p< 0,001 para la velocidad global, p<0,02
para la velocidad de migracidn entre &l yeyuno i el ileon proximal y p=<0,05
para la velocidad entre el ilaan proximal v el distal] (Fig. 11140},

La perfusidn yeyunal del mismeo producte 2 una dosis equimolar produjo
también un alargamiento del MMC en todas las dreas del mtesting {(p< Q.01
para &l yeyuno, p<Q,001 para el ilacn proximal y p=<0,01 para el distal),
oscilando su duracidn media entre los 80 v los 100 min (Fig. 132 v IL.41).
En este caso, la fase | aparecia significativamente acortada tanto en el ileon
proximal {p< 0,001} comeo en &l distal (p<G,0Q1). Lz fase ll, por el contrario,
astaba significativamente alargada en todas las areas intestinales [p< 0,002
para el veyuno v p< 0,001 tanto para el ileon praximal coma para el distal).
En ningtin caso se modificd [a duracién de la fase W {Fig. 11.39). De farma
similar la velocidad de migracion se redujo también de forma significativa
ip = 0,001 para la global, p < 0,001 parala velacidad entre el yeyuno v el lleon
proxima!l y p <0,01 para la propagacién entre el lleon proximal v el distal)
[Fig. 11.403].
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FIG. I[41 - Registro integrado de fa activdad eléctrica pastraintestinal en un polio
en estodo pusrpmndial, mecstrando el cfecto de una infusién veyunal de acido aléigo
(0A) (6.3x107 inolesf30 min). Respuestas similares s¢ obsernvaron ¢n todos los
anitnales,

E, masculo ¢pinco-dorsal del compartimiento muscular del estdmago, O, duodena
distal; ¥, yeyuno; Il ¢ 12, ileon proxamal y distal respectivamente,

-172 -




IV - DISCUSION



1-  ESTUDIO MORFOLOGICO DE LA DISTRIBUCION DE LOS PEPTIDOS
GASTRINA-CCK ENM EL TRACTO DIGESTIWO DE LAS AVES.

Se han realizado numerosoes estudios sobre la presencia de 105 péptidos
de la familia gastrina-CCK en el tracto gastrointestinal de las aves, tanto
mediante técnicas cromatograficas, como de  radicinmunoensayo,
inmunohistoguimica a "knding". La mayoria de estos estudios emplean para
su identificacidn anticuerpos especificos para el extremo carhaxiterminal
camin de todos los péptidos de esta familia. €n estas condiciones, las células
conteniendo péptidos de la familia ogastring-CCK se han encontrado
distribuidas a o largo de todo el tracto gastraintestinal,

Rawdan y Andrew {1881} estudiaran 1a distribucién de los péprides
gastrina-CCK en el intes{ing de pollo empleando anticuerpos especificos para
diferentes fragmentos de la molécula de CCK y demastraron [a presencia de
dos pablaciones diferentes de ¢élulas conteniende péptidos de este tipo en el
pilaro y en el ileon. En este trabajo se emplea un anticuerpo especifica frente
a la gastring del pollo [L293) junto a un anticuerpo especifico para la CCK y
uno especifice para el extremo carboxiterminal comun de esta familia de
peptidos (L48), este anticuerpo es el mismo empleado por Rawdon vy Andrew
{1881). El uso de estos anticuerpos junto & una absorcidn sistematica de los
mismos con diferentes péptidos de este grupo {gastrina de pollo [cGl, COK-33
v CCK-8) ha permitido una clara identificacidn de dos poblaciones de células
engdocrinas conteniendo material de tipo gastrina-CCK. En el pilaro, vy de
acuerdo con oiros estudios, la inmunorreactividad [IMRB] encontradsa parece
corresponder & la gastrina del pello. Sin embargo, en el intesting, al hecho de
que la incubacidn del anticuerpe A-CCK con ¢G no prevenga la presencia de
MR indica que el péptido presente en e51a 2ona es mas semejante a la CCK
gue a la G, Estos resuftados estarian de aguerdo con los obtenidos por
Rawdon v Andrew {19817).

Es importante destacar la dificultad encontrada para identificar de una
forma fidedigna los diferentes péptidos, 2 pesar de emplear anticuerpos
especificos tante para la cG come para la CCK, Esta dificultad puede deberse
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a las impartantes similitedes estructurales que hay entre la CCK v la gastrina.
De acuerdo con Larsson vy Rehfeld {19771, segdn razones evolutivas, si
existen dos péptidos diferenciados de la familia gastrina-CCK en el tracto
gastraintestinal de las aves la semejanza estructural entre sllos deberia ser
mayor a la observada en los mamiferos, y al mismo tiempo ambos péptidos
deberian ser mas semejantes a la CCK que a la gastrina de los mamifergs. Ei
anticuerpo L2933, especilico para la ¢, esta obtenido a partir de ta forma no
sulfatada de la ¢G-10; este polipeptido comparte ¢on la CCK 2] pentapéptido
tinal de la malécuta y la Tyr en pesicidn 7. Con este alto grado de semejanza
eslructural parecea razanable que axista cierta reactividad cruzada con la CCEK.
Asi, los resuliados muestran que la IMB pilérica debida al anticuerpo L293
tlesaparece tatalmente cuanto se preabsorbe con CCK-8 o con CCK-33; este
anticuerpg reacciona, ademas, con células de la mucosa intestinal, en el
wayuno vy 2n el ilean, en las que o resultadoes indican |a presencia de una
molécula tipo CCK.

De forma similar, el anticuerpo L48, especilico para el extremo
carboxiterminal comun de la gastrina y la CCK, no tine las célukas antrales,
migntras gque si 'o hace en el duodeno e intesting delgado. El mismo
anticuerpa ha sido empleado con éxita por  diferentes autores para la
determinacidn tanto de gasirina como de CCK en el rracto gastrointestinal de
algunas especies de mamiferos (Dockray er ah, 1980, Huichinson er af.,
1281; Calam et a., 1282). Rawdon v Andrew [19871) emplearcn este mismo
anticuerpo, L48, para esiudiar la distribucidn de estos péptidos en pollos
inmediatamente tras la eclosidn, obteniendo una intensa IMR en la zona
antral,

La molécula producida por lag células endocrinag antrales ha sido
recientemente aislada, purificada v secuenciada. Como va hemas visto, este
péptido es astructuralmente una CCK pero funcionalmente una gastrina y por
ello s& ha denominado cG {Dimaline ef g, 1986; Dimaline v Lee, 1930,
Segun Dimaline y Lee {13901 la actividad bioldgica de tipo gastrina de este
péptido se debe a que en la molécula, y debido a interacciones estéricas entre
Inos aminodcidos del extremo carbaxi-terminal, s& producen cambios
conformacionales que le confieren una actividad bialdgica similar a la de la
gastrina de los mamiferos 3 pesar de su secuencia aminoacidica tipo CCK,
Estos cambios en [a conformacian melecular, afectando al nicles comdn a
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todas los péptidos de la familia gastrina-CCK, pueden ser 65 responsables del
pobre recenocimiento de la G por gl anticuerpo L4B. Esta hipdtesis suaiere
igualmente que, cambios ontogénicos en el procesamiento del péptido v
modificaciones en  su nuclee  active produciende cambios de
microheterngeneidad molecular (Rehfeld, 1380 y 19281) pueden ser los
responsables de las diferencias entre los resultados de Rawdon y Andrew
{1981} y los nuestros empleando el anticuerpo L48, yva que la Gnica diferencia
entre el protocolo ds su estudio ¥ al auestro es la edad de los animales
empleados (pollitos tras |a eclosidn vs pollos de 6 a 8 semanas).

las resultados obtenidos muestran la presencia n el intastino de un
péptido que parece ser mas semejanfe a la CCK que a la ¢f5. Este péptido es
reconacido eficazmente por los anticuerpos LA48 y L2833, esto demuestra,
Como ya s patente en la ¢G, uha alta consgrvacitn a la largo de g escals
filogenética del nicleo activo de estas péptidos. Las células intestinales san,
también, tenidas eficazmente por el anticuerpo A-CCK, lo que sugiere que la
regién 1-28 de esta molécula tipo CCK presenta similitudes con la misma
regitn de fa CCK de los mamiferos. Es interesanta observar que 1a absaorcidn
del A-CCK con ¢G no modifica la IMA, lo que indica, comg puede ghservarse
camparando la secuencia aminoacidica de la CCK de las mamiferes vy de la
¢, que la region 1-2B de ambas moeléculas es muy diferente.

En algunos estudios previes se ha descrito la presencra de gastrina-COK
en gl compartimiento muscular del estémago {Polak et a., 1974; Shulkes et
af ., 1983}, Frente a estos trabajos, los resultados de este estudio no muestran
ninguna célufla endacring reactiva en asta ares. Parece [dgico pensar que
dadas |as caracteristicas histoldgicas del compartimientg muscular, que esta
recubierto en su superficie interna por una capa semicormnea, én esta zona no
haya células endocrinas ya gue na puedan entrar en contacto con os
estimulos quimicos de la dieta. Parlo tanto, parece razonable que en las aves,
lag células endocrinas productaras de gastring se congentren en el pilora como
zona de transicidn entre el estdmago ¥ el ducdeno. Shulkes et a/l. [1983), que
dascriban la presencia de factores gastrina-CCK en el compartimienta
muscular, interpretan su hallazgo como un error metedoldgico al no separar,
en sus experimentos, el pilora del compartimiente muscular, y considarar &l
conjunto Gnicamente como estdmago. De forma similar, la IMR detectada en
gl compartimiento glandular fue también nula, resultado que esta de acceerdo

-176 -



con los oblenidos previamente por Polak ef . (1974} v Martinez ot a3/
(19891h1.

Los estudios realizados hasta el momento han puesto de manifiesto la
prasencia de factores semejantes a la CCK-8 en el intestino vy en al sistemna
nerviosg central de [as aves {especialmente en paollo v paval {Dackray, 1979).
Recientemente, s& ha aislado v secuenciado la CCK del cerebro de pollo, la
forma aislada corresponde a la CCK-8 y tiene la misma secuencia que en los
mamiferocs (Fan el &f, 1987). Este hallazgo confirma la conservacidn
filogenética del ntcleg active del grupe de péptidas gastrina-CCK y sugiere
aue la CCK-B a5 la forma molacular mayaritaria en 2l sistema nervioso central
de lag aves. En el intesting del pollo, por el contrario, el empleo del anticuerpo
A-CCK pone de manifiesto la presencia de farmas moleculares mayores al
octapéptido. Estos hallazgos estédn de acuerdo con la distribucion malecular
de |a CCK descrita en los mamiferos. Las formas moleculares largas {(CCK-
A3/39 y mayores) predominan a nivel intestinal migntras que las formas corlas
{CCK-8 principalmente] predominan a nivel central (Dockray, 19790, Ryder
et al., 1981; Maton et &/., 1984; Bacarese-Hamiltoneral., 1984a y by 1985;
Beinfeld, 1985: Jansen y Larmers, 1986; Eberlein, 1988; Turkelson vy
Soloman, 1920]. Jansen y Lamers {(1386) estudiaron [a proporcidn relativa de
farmas largas v cortas de CCK presentes en el cerehro de diferentes especies,
entre ellag el pollo, encontrandao gque mientras que en lgos mamiferos [as formas
largas tienen una presencia relativamente importante en las especies no
mamiferas la presencia de lormas largas es despreciable. Este resultado fue
confirmada posteriormente por Fan er &l (1987 vy sugiere gue 1a distribucidn
molecular, ¥ el procesado de las moléculas precursoras de la CCK, pueede ser
similar en las aves vy en |08 mamiferos, presentandase un predominio de
formas maleculares largas {mayares a [z CCK-8) en el tracto digestiva.

Seqdn la bibliografia, 5410 se ha realizado un estudio en el cual se hayan
cuantificada lag células con MR de tipo gastrina-CCK en 2! tracto digestivo
de las aves. En el mismo, se cuantificd el ndmero de células inmunarreactivas
en el tracto digestive de la codorniz, empleando un anticuerpo can IMR
cruzada para gastrina y CCK (Yamada ef a., 1879). Al igual gue en este
trabajo nosotros hemos encontrado la mayor densidad de células
inmunorreactivas a nivel antral [mas de 100 células por campo). Fuera da esta
zona la densidad de célufas inmunorreactivas era muy baja, oscilando entre
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0 vy ¥ células por campo de observacidn; en el intesting 1a mayor densidad se
encontraba rodeando el diverticulo de la veslcula vitelina laproximadamente
10 cm pre- ¥ 10 ¢m post-) drea en |a cual se encontraban entre 3 y 7 células
pdr campo. La alta concentracidn de células endocrinas reactivas en el pilaro
del polla contrasta con la descrita para las células G en el antro pildrico de
algunas especies de mamiferos, gue es mucho menor {Solcia er al., 1967); v
puede deberse a diferenciaz anatdmicas entre esta drea en ambos grupos
zoolégicos. Mientras gue en 1o mamiferos esta dres es unz zona muy

extensd, en el pollo es un drea muy pocqo aparente, aproximadaments 0,5
2
cme,

El hecho de que la mayar concentracidn de ceélulas endocrings con IMR
tipe CCK 52 localice a nivel del yeyuno distal y del leon proximal puede estar
relacionado con las funciones requladoras postuladas para la CCK. Como ya
hemos visto, en los mamiferps, la CCK actda retrassndo el vaciamiento
géstrico y por lo tanto regulando v modificande el contenido intesting
(Dackray, 1985}, En el pollo, que se caractartza por tener un intesting corte
an relacidn # su tamaio corporal ¥ por o tanto un tiempo corto de transito
gastrointestinal, 1a presencia de CCK en el lleon puede ser un mecanisma
importante de requlacidn del vaciamiento gastrico. La [legada de nutrientes g
esta regidn podriaindicar una sobrecarga del duodeno y del intgsting proximal
en sus procesos de digestién y absorcidn y por lo tanto una pérdida de
nutrientes para €l animal. Estas nutrientes, al llegar a esta zona del yeyung-
lear, rica en células endocrinas productoras de CCKE,  producirdan una
importante lineracidn de esta hormona, La liberacién de CCK en estas
circunstancias regularia el vaciamiento gastrico y retrasaria la llegads de
nuevd alimento al intesting, favoreciendo 1a correcta digestian y la absarsian
de los nutrientes ya presentes en el mismo. Solo existe un estudio en el cual
se correlacione 1a presencia de nutrientes (diferentes aminoacidos! en el tracto
digestivo del pollo con la presencia de IMR gastrina-CCK a nivel plasméatico
Yang et af., 19839b). Este estudio, sin embargo, no clarifica el mecanismo por
el cual los aminodcidos actdan estimulanda ig iberacidn de estas péptidos. El
anticuerpo usado par Yang et af [1988bi para la determinacion de los niveles
plasmaticos de CCK, seglin se desprendes de la descripcidn realizada por los
autores, es especifico para el extremo carboxiterminal comun de |a gastrina-
CCK y por lo tanto con una reaclividad cruzada total entre ambos péptidos,
sin especificarse la afinidad del mismo por {2 ©G. En estas condiciones hay
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que presuponer que se estdn vaigrando conjuntamente ambos péptidaos. A
esta abjecitén, hay que afadir ademas que en los mamiferos |05 amincdcidos
20N mas potentes estimulando la liberacidn de gastrina que de CCK {Dockray
y Gragory, 1389), si este mecanismo es igual en el pollg, Yang ef a/. (19896}
estarian valorando realmeante la liberacidn conjunta de gastrina v de CCK.
Desafartunadamente, v dado el desconocimiento de las caracteristicas de la
CCK en el intesting de las aves, no se han realizade méds estudios sobre su
liberacian & partir de la presencia de nuirientes en el lumen intestinal,

Fodemos concluir que, de acuerde con los resultados de la
inmuncohistoquimica, en ¢l tracto digestive del polle se encuentran presentes
dos péptidos diferentes de |a familia gastrina-CCK, uno confinado al piloro v
gue carresponderia al péptide caracterizado como G y el otro distribuido por
dugdeng, yeyuno e ileon proximal ¥y medio, con ung mayor densidad celular
en gl yeyuna distal v el ileon proximal, y qQue corresponde a un peptido mas
similar a la CCK de los mamiferos que la cf3.

Las estudios moarfolégicos sobre la distribucikén y presencia de la CCK
en el tracto gastrointestinagl del polla se hanintentado completar determinando
ademas |as niveles plasméaticos de CCK tanto en ayunas como en estado
postprandial. Para ello se usaron técnicas de AlA, empleandn anticuerpos
aspecificas para la CCK (RO15 v RO18), Estas anticuarpos, estdn abtenidos
frante a la CCK-10 de los mamiferas y no presentaba reactividad cruzada can
ia gastrina {(Turkelsan et af.. 1986). Fara elio, muestras de plasma fueron
sometidas a un proceso de extraccidn y concentracién de la CCK v a
cantinuacion se realizd un RIA gspecifico para este péptida, siguiendo an
todos los pasos un protocalo ampliamente usado pars muestras procedentes
de mamiferos (Turkelson et af, 1286; Turkelson y Scoloman, 1980, Los
esfuerzas realizados para determinar CCX fueroninfruciuasos, encontrandose
unos niveles muy variables, incluso para la misma muestra dentre del mismo
ensayg. Estos resultados sugerian gue la naturaleza molecular de |la CCK
presente en las muestras de pollo era muy diferente a [a de los mamiferos y
que por lo tanto era necesario un estydio prafundo sobre |as caracteristicas
de la CCK en el pollo antes de pader someter muestras de esta especie a un
ensayo accesible y especlfico para la determinacidn de esta hormona. Estos
estudios pasaban por una caracterizacidn molecular de la CCK tanto a nivel
tisular como a nivel sanguingo y un estudio sobre [as diferentes técnicas de
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praocesade de las muestras (extraccidn v concentracidn de |la hormona). La
envergadura de este trabajo superaba los objetivos de este proyecto y por lo
tantn se desestimd su realizacidn en aguel mamento. Asf, en la actualidad no
s& conose 14 naturateza molecular de la CCK en ¢l intestino del polle, ni sus
niveles tisulares y plasmaticos, ni existe una técnica fiable para su
cuantificacidn. Este hecha dificulta el estudio de |8 funciones reguladoras de
la CCK de las aves, de ios receplores implicados en sus efectos y de los
factores que pueden gctuar estimulando su liberacion enddgana.
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2- EFECTOS DE LA ¢G ¥ LA CCK SOBRE LA MOTILIDAD Y LA
COORDINACION GASTRODUOBDEMAL

En este estudio, tano la CCK-8 come la CCK-4 v 1a ¢ produjeron una
disrupcidn de la coordinacién gastroduodenal (GD). Esta disrupcion se
caracterizaba par una inhibicidn de la actividad eléctrica géstrica coincidente
COn uNa respuesta excitatana (en ¢l caso de la CCK-8) o inhibitoria ten &l caso
de la CCK-4 v de la ¢c@) & nivel duodenatl.

Ern los mamifercs, los efectos gastricas de la CCK in vive son dobles:
1) reduccian de la presion intragastrica mediada por una relajacidn ded fundus
(Bertaccini ef af, 1273; Liddle &f af., 198Bh; Raybouid ey af, 1987:
Blackshaw v Grundy, 1297; Raybould, 1291} ¥ 2} aumento de |a frecuencia
y de la amplitud de las contracciones del antro v del piloro (Castresana £ af.,
1978; Desvigne et af., 1980; Kuwahara er al., 198&; Allescher et 5/, 198%;
Fargeas et af., 1989} . A nivel duodenal, también en los mamiferos, la CCK
tiene acciones estimulantes, aumentando 12 amplitud de las contracciones y
reduciendo el lumen duodenal (Keinke ef af., 1987: Allescher ef af., 1989,
Blackshaw y Grundy, 1921). Estas acciones suponen un retraso en el
vaciamienio gastrico tanto de sdlidos como de liqguidos [ ¥ por lo tanto un
retraso en &l tiempo de trénsito gastrointestinal {Debas et afl,, 1975;
Yamagishi ¥ Debas, 1978; Mongel v Xoegel, 1884; Liddle et af., 1986b;
Keinke ef g/, 1987). Los resultados obtenidos muestran que la CCK-8 induce
an ¢| area GD del pollo efectos similares a los descritos para los mamiferos,
En el pollo, 18! y como hemos descrito anteriormente, el piloro es un drea
rmenos definida que en los mamiferos, diferenciable morfoldgicamente v con
una importants funcidn secretora pero probablementa, vy debido 8 su minimo
gesarrollo, poco importante en cuanto a su actividad motora. Estas difergncias
contribuyen a que, en el polle, ! vaciarniento gastrico, tanto de liquidos cama
de sdlidos, dependa fundamentalments de la actividad motora del
compartimiento muscular del estdmago {(Vergara ef &/, 19889). La respuesta
inhibitoria, debida a la infusidn de CCK-8, observada a nivel gastrico, tanto en
el compartimiente glandular como en el muscular, puede producir un retraso
en el vaciamiento géstrico, similar al descrito en los mamiferos. Este efecto
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de retardo puede verse incrermentado también por la hiperactividad ducdenal
observada a las dosis mds altas de CCK-8 v por la presencia de contraccionas
duodenales antiperistalticas a dosis bajas.

Duranta 1a perfusiin de CCK-8 la motilidad duodenal presentd cambios
tantg cualitatives comg cuantitativos, Tanto el duodeno proximal comao el
distal presentaragn hiperacthividades simultdness en respuesta g la infusidn de
CCHK. El incrementg en la actividad eléctrica ducdenal fue dosis dependiente
en el dundeno proximal, migntras gue en &i distal [a respuesta fue de tipo
"todo o nada”, La dosis mas baja de CCK-8, que no produjo cambios
significativos en |a activdad eléctrica total generada en el duodeno, se
acompand de un incremento sigmificativo en el nimero de contracciones
antiperistdlticas propagadas desde el ducdeno disial al proximal. Ambos
cambins en la motilidad duodenal pueden participar, tal y como hemos dicho
anteriormente, en el retardo del vaciamiento gastncg inducido per la CCK. Las
hiperactividades dupdenales producirianunincremento sostenido de la presidn
intraduodenal, al igual que se ha descrito en [os mamiferos (Keinke et af.,
1887; Alescher ef al, 19893}, v por lo tanto impedirian el trdnsito del
contenido luminal a la vez que, v coincidiends ¢on el descenso en la actividad
del compartimiente muscular géstrico, favorecerian el reflujo de cierto
contenido dugdenal hacia el estdmago. De forma similar la dosis mas baja de
CCY¥, a pesar de no modificar lz actividad gastrica, aumentarfa el tiempo de
iransito gastrontestinal al favorecer el reflujo del contenida luminal hacia &l
estdmago mediante el aumento en lg frecuencia de las contracciones
ducdenales antiperistalticas. L presencia Jde confracciones dundenales
antiperistalticas, conacidas como reflujes duadeno-gdstiricos ha sido descrita
de forma fisioldgica en el pollo {Dziuk v Cuke, 1874). Su funcidn seria |a de
favorecer el paso de sales biliares v enzimas desde el intestino hacia el
estémageo para acelerar y aptimizar el procesd digestive coma mecanismo
adaptativo en una especie que, comparativamente respecto al tamano
corporal, tieng uh intestino corto. El dnico trabajo realizado hasta el momento
sobre ¢ papel de la CCK en la actividad motora dei tragto digestivo de las
aves descripe también la presenciza de ondas antiperistalticas aislagas
coincidentes ¢on inhibiciones gistricas, este tipo de actividad es egquiparado
con reflujos duodeno-géstricos (Savory ef 2/, 13813,

Cualitativamente, la hiperactividad dugdenal inducida par la CCK es de
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Pt No migratario, sequn se observa cuando se implantan electrodos para el
registro de la actividad motora en areas mds distales de) inlestinog. Las
coniraccionegs dugdenales duranie est{e perlodo se caracterizaban por tener
urd amplitud ¥ un intervalo entre espigas similar al observado durante un cicle
GC fisioldgico. Sin embargo, las espigas de actividad se presentaban de una
forma continua sin ninguna interrupcian durante el tiempo de infusidn del
péptido. La presencia de esta actividad continua explicaria el que la actividad
eléctrica tofal en el dugdena esté significativamente incrementada durante &l
tiempo de infusidn de la CCK. Igualmente, este tipp de aciividad hace diflcil
establecer 3i las contracciones observadas tienen cardcter peristilftico o
antipenistaltico v de hecho eran semejantes & contraccicnes de tipo
estacionang prasentes a 1¢ largo de todo ¢ duodeno, de acuerdd conta acoidn
previamente descrita por Keinke ef &l (1987).

Estos resuitados indican que, al igqual que se ha demdostrado en los
marniferos, 'a CCK en las aves agtuaria requlando el vaciamiento gastrico v
por lo tanto las caracter(sticas del contenide intestinal a fin de favoracer los
procesos de digestidn y absorcion de los nutrientes.

La perfusitn de CCK-4 y de ¢G indujo {ambign una inhibicién gastrica
de cardcter dosis dependiente, con una eficacia similar a 'a CCK-8 aunque las
acciones de este Gltirmo péptido fueron de mayor duracidn a las observadas
para la CCK-4 o |la ¢5. Estos resultados sugeridian lg existencia de un Gnico
sitio de accién a nivel gastrico para estos péntidos. Este Unico sitio de accidn
gstaria de acuerdo con la existencia de un solo receptor para las mismos, que
serfa incapaz de distinguir entre uno vy oirg peptido {CCK o gastrina). Esta
accidn comun de 1a gastrina y de Ia CCK zobre la actividad del estdmago,
come es el descenso de is presidn intragédstrica, ha sido descrita también en
los mamifercs (Valenzuela y Grossman, 197%; Raybouwld er af, 1987, El
hecha de que la CCK-4 muestre las mismas accienes que [a CCK-8 o la cG
indicaria ademas ¢que la 2ona de reconocimienta receptar-efecior requiere, al
menos, de la presencia de £sta zona de la malécula para que la interaccidn
sea eficar. Las diferentes duraciones de 1as acciones, para dasis equimolares,
en una u otra molécula podrian depender de la mayor o menor eficacia de la
interaccién entre el receptor y zonas de la molécula peptidica fuera del
tetrapéptido carboxiterminal. Esta interaccitn podriz producirse, al menos en
parta, en la 2ona comprendida entre los residuas 4 y 8 del extremo
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carboxiterminal de la CCK. La CCK-8 y la ¢f3 Onicamente comparten un
residua £n esta zona (una Tyr, en posicion 7 en ambas moléculas) , ademds,
las interacciones estéricas gue se producen entre 105 aminodcidos de esta
2gna de la ¢G (Dimaling y Lee, 1990} pueden acentuar las diferencias entre
ambas moléculas. Estas variaciones estructurales podrian explicar el que las
accionas inhibitorias de la CCK sgan més prolongadas que las debidas a la cG.

Las acciones duodenales de la ¢ y de |a CCK-4 fueron similares vy
contrarias a las obtenidas durante 12 perfusién de CCK-8, ohservéndose una
mmbigiton dosis depencignte de la actividad eléctrica total generada en esta
drea. Estos resultados sugieren la existencia, para estos péptidos, de dos
siting de accion diferentes a nivel duodenal v probablemente de dos tipos de
receptores diferentes que actuando a través de diferentes wvias, podrian
praducir respuastas tanto excitatorias como inhibitorias. Acciones similares,
de tipe dual, debidas a los péptidos de ia familiz gastrina-CCK han sido
descritas en la rata, especie én la cuatkla CCK puede producir tanto respuestas
excitatorias como inhibitorias a nivel duedenal, aungue el umbral para las
respuestas inhibitorias era supenor que para las excitaterias {Guliani et af.,
18890); lo que podrfa implicar una accidn sobre dos receptores diferentes con
diferentes afinidades por la CCK.

Tanto el antagonista especifico para 10s receptores CCK-A 1.364,718
camo gl especlfico para los receptores CCK-B L3€5,260 se han mostrado
altamente efectivos para antagonizar, en los mamiferas, muchas de las
acciones en las cuales estd imphlicada 'a CCK. En este trabajo, ambos
antagonistas fugron incapaces de antagonizar los cambios en la actividad
motora GD debidos 8 una infusion de CCK-8. Estos resultados muestran que
hay diferencias entre |os receptores para la CCK de las aves y sus homdlogos
en los mamiferos. De acuerdo con estes resultadas, Campbell et af, (1821}
han demostrado que el antagonista CCK-A L364,7 T8 es incficaz blogueando
los efectos estimulantes de la de 1a CCK sobre la secrecidn pancredtica en
pavo anestesiado. Estos mismos gutores consiguieron antagonizar estas
acciones estimulantes empleande un nueve antagonista de la CCK de
estructura pofpeptidica {un BOC-derivado). Estos resultados, confirmarian Ia
existencia de receptores especificos para CTK en ¢l tracto gastraintastinal de
las aves y, en concerdancia con los obtenidas en este trabajo, ponen de
manifiesto sus diferencias estructurales con sus homalogos en los mamiferas.
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Otra cuestidn importante respecto a las accionas de 98 péptidos
gastrina-CCK es la sulfatacidn del residus de Tyr {en posicién 7 enla CCK v
en la ¢z, perg en posicidn 6 en la gastrinal. En los mamiferos solo las formas
sulfatadas de la CCK reproducen el espectro completo de acciones de la CCK
(Huang ¢ a/., 1589a), mientras que la sulfatacidn del residuo de Tyr en Iz
gastrina es menas impartante y este péptido muestra la misma actividad tanto
en su forma sulfatada como en la mo suifatada [Dockray, 19771, En las aves,
Iz sulfatacién de la CCK parece ser menos importante gque en los mamiferos,
va que experimentos similares a los descritos, no incluidos en este trabajo,
mugstran que !as acciones motoras GO de la CCK-B no sulfatada son iguales
a las debidas a la CCX-8 sulfatada.

En el polto, la actividad motora GD es muy constante y muesira un alto
grado de coordinacidn, dande lugar a un ciclo de contracciones que s conoce
como ciclo GD (Dzivk v Duke, 1974; Duke, 1982; Jiménez, 1891}, Estas
caracteristicas hacen que 2| pollo sea un buen modeig experimental para e}
estudio de la coordinacidin GD, ya que en los mamiferos la coordinacidn GD
es un fendmeno poco claro, que $6lo es totalmente evidente durante 1905
periados interdigestivos {Malagelada y Azptroz, 1283). A pesar de esta
constancgia, ¥ como yva hemos visto, diferantes condiciones puaden alterar la
coordinacidn GD enlas aves. Una de estas condiciones, probablemente la mas
trascendente para los estudios realizados en este trabajo, es el estado
rntricional del animeal. El pollo puede ser consideradae coma un animal que &5t
mgiriendo comida de forma més o menaos cantinua a fo largo de los peripdos
de luz, can 1o cual su estdmago siemnpre tiene cierto contenido y es éste el
responsable de la canstancia y ceerdinacién del cicla GD. Cuando el animal
esta en parindo de ayunas se observan alteraciones en el ciclo de base GD ¥
adernds se reduce de forma importante la frecuencia del misma (Roche,
1973). En estos animales es diflcil obtener registros electrarmiograficos
estdndares v constantes de la actividad GD, habiendo una gran vanabilidad
de unos animales a otros; ademds, en gstas condiciones es dificil observar
cambios en la ¢coardinacidn G0, Por esta razdn [os animales empleados en
esta experigncia estaban en estado postprandial, {eniendg ia comida a libre
accesq durante todo el tiempa de registro.

En estas condiciones, v debido a que |a dieta recibida por |os animales
no era acaldrica, no puede descartarse |3 liberacion enddgena de CCK, de cG
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o de otras hormonas que puadan interaccionar con éllas en sus acciones. Los
resultados cbienidos rmuestras una clara correlacidn entre las dosis de péptido
perfundidas y los cambios observados en la motilidad. Par lo tanto hay que
asumir que la CCK v la ¢ liberadas enddégenamente estan produciendo "per
se" un efecto que debe ser aditivo con la harmona que estamos administrando
exdgenamente. Las dosis empleadas en este estudio, aspecialmente las mas
altas, estdn probablemente en un ranga farmacolagice o suprafisiolégico. De
acuerdo ¢on Keinke ef al [1587) el vaviamiento gastrico estd regulado, en
condiciones fisioldgicas, na sdlo por una hormaona sind por la cogperacién de
varias junto a otros mecanismos reguladores. Hay quea esperar, gue en estas
condiciones, dosis fisioldgicas exdgenas de una hormona produzcan cambios
minimos, dificiles de detectar, sobre sus sistemas diana. El uso de dosis
suprafisioldgicas de CCK o de cG permite diferenciar mejor cambios
producidos en las variables implicadas en el control del vaciamiente gastrico
v de la coordinacidn GD.
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3- MECANISMO DE ACCION DE LA CCK S0BRE LA MOTILIDAD
GASTRODUODENAL

Como hemos vista, 1a infusidn de CCK-8 produce una disrupcidn de |a
coordinacidn gastroduodenal consistente en una inhibicidn de fa actividad
gdstrica, tanto del compartimiento glandular como del muscular, coincidiendo
¢on una hiperactividad duodenal simulténea en el duodeno proximal y en gl
distal.

En los mamifercs, los retardos del vaciamiento gasirico debidos a los
lipidoes o a las soluciones acidas & ha demostrado que estdan mediados, al
mengs en parte, por vias opioides [Fioramaonti et @l 1988, Akkermans ¢ af.,
1989). En las aves, s& ha demostrada gue los opioides estén invalucrados en
la génesis de hiperactividades duodenales e intastinales, equiparables a fases
l del MMC, coincidentes con inhibiciones de 1a actividad géstrica. La
administracidn exdégena de met-encefaling o s5us andlogos induce inhibigidn
gdstrica junto a ung hiperactividad intestinal de cardcter migratorio, iniciada
a nivel duodenal, Estos efectos se deben a la accidn combinada de este
NeUratransmisor sobre receptores opioides de tipo g4, & ¥ £ (Jiménez, 19291;
Jiménez et &, 1952a vy 1893b). El empleo de agonistas especificos u-
opicides reproduce las inhibiciones gastricas y las hiperactividades intestinales
de tipo migratorio. Sin embargo, cuandg se administra un agonista especifico
#-opigide se observa wuna nhibicidn géstrica coincidente con  una
hiperactividad duodena! que na migra al resto del intestino (Jiménez et af.,
18930}, Estos resultados pueden sugerir una participacién del sistema opioide
enddgena en el mecanismo de accidn de la CCK. La relacidn entre opicides
enddgenos y CCX se ha puesto de manifiesto también £n algunas especies de
mamifergs. Asi en &l cobayo, i vitro, 13 met-encefaling se ha visto que actla
antagonizando las acciones excitatorias intestinales del analego de la CCK
ceruleina {Yau erf al., 19831,

Esta hipotesis fue testada mediante el empleoc de antagonistas
especificos para los receptores de tipo y inaloxonal v de tipe & inaltrindol). Ni
la administracién conjunta ni par separado de ambas antagonistas provoco
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cambios significativos en lag respuestas gastrocduodenales debidas a la
infusidn de CCK-B. Estos resvitados indican que el mecanisme de accidn de
fa CCK no implica la participacidn de vias opioides ni en sus acciones
gastricas ni en las ducdenales.,

Diferentes estudios sobre la liberacidn de acetilcolina en el plexo
mientérico v en el moscula longitudinal intestinal ingdican que la CCK, asi como
gtras hormonas relacionadas, estimula |a likeracign de este neurotransmiscr
para praducir las acciones excitatorias intestingles {Kuwahara ef 3/, 1986;
Yau et af., 1983, Allescher af &, 1989). En el mismo sentido diferentes
estudios /7 vivo han demostrado que gl bloqueo del sistema colinérgico con
atroping produce una inhibicidn parcial de |25 respuestas excitatorias mediadas
por la CCK en antro {Kuwahara er af, 7386}, pilaro (Allescher er af., 1989} y
duodena (Giuliani &f &/, 1980}, Sin embargo, el bloqueo de la transmisidn
nervipsa con tetrodotoxing no es capaz de inhibir completamente las acciones
de ta CCK en ninguna de estas dreas (Allescher er af., 1289; Shaurer et af.,
1883b), 1o que indica un efecin direcio de la CCK sobre células musculares.
Be hecho, se ha demostrada un efecto excitatorio direcio de la CCK sobre
células musculares antrales aisladas {Morgan et af., 1978, Grider y Makhlouf,
1987] asi como 12 presencia de receptores especificos para CCK en las
mismas [Grider y Makhlouf, 1987).

En este trabajo, el blequeo del sistema cohinérgica con atropina [Atr)
produjo una abalicion completa del ciclo gastroduadenal. La acrividad eléctrica
gastrica permanecid inhibida hasta 30-45 min tras 1 administracion de la Atr,
mientras que la actividad duodenal se redujo sélo parcislmente, En estas
caondiciones la CCK ng fue ¢apaz de producir ningdan tipe de respuesta
excitataria a nivel gastrico mientras gue 'a hiperactividad duodenal no se
modificd significativamente. La accidn de la Atr sobre la actividad gastricz es
similar a la descrita por Roche (1873}, este gutor administra Atr por via L.m.
(0.1 magfkg) y obtieng una inhibicidn progresiva de la actividad del
compartimignto muscular del estdémagn coincidente con la aparicién de
miperactividades en gl duodeno distal. En este caso la Atr (0.1 mg/fkg) se
administrd por wvia Lv. vy el efgcto inhibitorio gdstrico fue evidente
mmmediatamente y 50lo de forma aislada aparecieron fases de hiperactividad
en el duodeno antes de iniciarse la perfusidn de CCK. El hecho de aque la
respuesta duodenal a la CCK no se wvea alterada indica que no hay
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participacdn colinérgica en Jos efectos excitatorios duodenales debidos a [a
CCK. En el mismao sentido, experiencias in vitro, enileon longitudinal da paollg,
han demostrado que la Atr no modifica las respuestas excitatorias debidas 2
la CCK en esta area intestinal (Martin af af,, 1992},

La implicacidn del sistema adrendrgico en las acciones de la CCK se
valoro mediante ¢l blaqueo de los receptores o- y (-adrenérgicos caon
fentglamina y propranglol respectivamente. B bloguen adrendrgico no
medifict por sl mismo la actividad motora del drea gastraducdenal y tampaca
modifico significativamente lag accignes, inhibitarias gastricas o excitatorias
Juodenales, debidas a la infusion de CCK. De acuerdo con este resultado, el
blaqueo de 1a transmision adrenédrgica con guanetidina tampoco maodifica las
acciones de la CCK en &l drea gastroducdenal dal hurdn (Blackshaw y Grundy,
1991).

Los resultadas obtenidos a partir del blogueo de los sisiema adrenérgico
w colingrgico muestran gue las respuestas excitatorias duodenales inducidas
por la CCK no estan mediadas ni por vias colinérgicas ni adrenérgicas. Lo que
sugiere la implicacidn de un neurotransmisor xcitatoric na-adrenérgico ¥ no-
colingrgico INANC) o bien un efecto directo de [a CCK sobre las células
musculares. Expertencias in vifro enileon longitudinal de pallo han demostrado
la implicacidn de la substancia P y de la sergtonina en lag respuestas
axcitatorias de la CCK en esta drea intestinal, asi como cierto efecto directo
sobre células [Martin gf af., 1992). Esto puede sugerir que Igs mismos
mecanismos estén implicados en 138 acciones excitatorias de la CCK &n otras
zonas del intestino, coma el duodeno.

En los mamifercs, se ha demostrado que tanto la inervacitn esplacnica
caomo la vagal participan en las acciones gastricas de la CCK v que las vias
involucradas en estas acciones son hexametonio résistentes v sensitivas
respectivamente (Raybould er af, 1937). El blogueo de lz transmisidn
ganglionar ¢on hexametonio produjo una reduceién de la frecuencia de todas
las areas gastricas estudiadas asf como de la actividad duodenal. Ef
hexametonio bloqued parcialmente la respuesta ala CCK en el cormpartimiento
oglandular ¥ en el misculo craneo-dorsal del campartimento muscular dal
estdrmago. Estos resultados sugieren gque el hexametonio podrfa actuar
bloqueandao la estimulacidn de vias inhibitorias inducida por 1a CCK en estos
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Grganos, pero no en el mosculo caudo-dorsal del compartimiento muscular.
El incremento en la respuesta dugdenal a la CCK observada tras |a
administracién del hexametonio podria sugerir |a presencia de vias nervinsas
de& tipo inhibitorio, sensibles al hexametonio, en el dundeno.

Numerasos auiores han descrito la participacidn de las vias vagales en
las respuestas gastricas mediadas por CCK en los mamiteros {Raybould ef a/.,
1987, Dockray, 198%; Forster af &, 1390 y 1991; Blackshaw v Grundy,
1981: Raybould, 1291). Algunos de aestos autores hipotetizan que la CCK
padria actuar directamente sobre receptores especificos localizados en las
terminaciones vagales de la parad gdstnca. Esta interaccidn desencadenaria
un reflejo vago-vagal que producina relajacidn del masculo liso y por 1o tanto
un descenso de la presidn intragdstrica gque Seria, al menos en parte,
responsable del retarde en el vaciamiento gdstrico que e observa tras la
administracidn exdgena de CCK o tras su liberacidn endégensa {Dackray 1989
v 1991}, En aste estudio, el papel de la inervacién vagal en |las respuestas
gastroducdenales de la CCK se estudié en animales en los cuales s& habia
realizada una vagotomia bitateral.

La wvapgotomia produje un descense en la frecuencia del ciclo
gastroduodenal asi como una pérdida en 12 coordinacidn del mismo, que
afectd pringipalmente al compartimiento glandular del estémago. Estas
glteracionses dei ciclo gastroduodenal son samejanies & las ya descrilas
anteriormente en el pavo (Chaplin vy Duke, 1288 y en el polla {Roche v
Decerprit, 1977). La vagotaomia transformd la respuesta inhibitoria gastrica de
la CCK en excitatoria, pera no modifico la hiperactividad duodenal. En los
mamifergs, Iz administracidn de CCK en animales vagotomizados produce
incrementos de la presidn intragdstrica (Raybould et af, 1987; Raybould v
Tachd, 1988;), sin cambios en las respuestas duodenales {Blackshaw vy
Grundy, 1997). Estas acciones se explican a partir de un doble efecto
[inhibitorio v excitatoriol de la CCK a nivel gastnico. El efecto excitatorio saria
directe sobre células rmusculares mientras que &l inhibitorio estaria mediado
por un reflgjo vago-vagal, de forma que é5ta Oltima enmascararia las acciones
excitatorias que s6l0 serian evidentes cuando se elimina esta accidn vagal.
Las diferencias entre fas respuestas gastricas a la CCK tras la vagotomia y
tras el tratamiento con hexametonio sugieren que, en gl polio, algunos de o5
efectos vagales son hexametanio resistentes.
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En !a rata, se ha sugerido que el mediador NANC VIP 25 el mediadar
que requla el reflejo de acomodacidn gédstrica al alimento. De esta forma, el
neuratransmiscr final wnhibitorio mediandg los efectes relajantes gastricos de
la CCK seria gl ¥IP, liberado a nivel de las tarminaciones vagales de |a pared
gastrica (Dockray, 1997; Farster et &/, 1921). Sin embarga, muchas de las
acciones en las que, 1 vive, se implica al VIP no pueden ser reproducidas i
vitre (Daniel er af., 1983; Gonda et &/., 1988); |9 gue implicarfa |3 existencia
de otro mediador NANC invelucrado en los mismos procesos que el VIP.
Hecientements, el éxido nitrice {NO} ha sido propueste como un
neurcotransmisor putative inhibitorio MANC en el tracto gastrointestinal.
Estudios i vivg han demostrado que el NQ estd implicado en las acciones
inhibitorias meadiadas por el vago en el piloro del perrg [Allescher ef &, 1952)
v &n gl reflejo de acomodacidn gastrica en el cobayo (Desal ef af,, 1891), De
farma similar, se ha demostrado /a vitre que I3 estimulacidn de terminaciones
rervinsas NANC del fundus gastrico de la rata induce la liberacign de NO
(Boeckxstaens et af, 1830, Estos antecedentes permiten suponer uns
implicacion del NO en las acciones inhibitorias gastricas de la CCK.

La implicacisn del NO en los efectos de la CCK se estudid mediante &l
empleo de un inhibidor de la sintesis enddgena de NQ, el metit ester de la N°-
L-Arginina (L-NAME). £l L-NAME produjo una inhibicién significativa de la
actividad gastrica y transformdé la accidn inhibitoria de |a CCK a este nivel en
una respuesta excitatoria. Este resultadn sugiere gue | accidn inhibitoria
estimulada por la CCK estd mediada principalmente por NO ¢ un campuesto
relacicnado. Esta accidn no fue significativa a nivel del misculo caudo-dorsal
del compartimiento muscular géstrico, o que puede sugerir que otro
neurctransmisor inhibitorio, probablemente VIF, podria estar mediando, al
menns en parte, estas acciones de [a CCK. Esta hipdtesis estd en
concordancia con resultados obtenidos it witro, Que demuestran fa presencia
tanto de NO como de VIP mediando respusstas de relajacidn en el fundus de
rata (Boeckxstaens 7 8., 1990). Las diferencias observadas entre los efectos
de la CCK en anmmales vagotomizados en presencia y en ausencia de L-NANME
sugieren la existencia de dos vias diferentas regulando la liberacidn de NO,
una estaria mediada por los nervios vagos mientras que la otra serfa de arigen
intrinseco. La presencia de estos dos sistemas productores de NO, extrinseco
g intrinseca, ha sido postulada también en el estdmago del perro {Allescher
et al., 1992}.
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Las similitudes cbservadas entre las respuestas gédstricas a la CCK en
animales vagotomizados, tratados con hexametonio o tratados con L-NAME
panen de manifiesto la importante participacién de vias nerviosas eferentes
de tipo inhibitorio, al menos en parie vagales, an 1as acciones de la CCK.
Cuando esta accidn inhibitoria se bloguea de alguna forma entonces se ponen
de manifiesto acciones excitatarias, probablemente debidas al efecto directo
de la CCK sobre las células musculares def estdmaqgo. Este efecto es muy
similar al descrito en aguelias especies en las que la CCK tiene acciones
excitatorias a nivel gdstrico (Raybauld et af., 1987; Raybould v Taché, 19€8).

En el dugdeno, el bloqueg de la produccion de NO por L-NAME cambid
el patrén de motilidad coordinade con la actividad gastrica, apareciendo fases
de hiperactividad alternadas con fases de quiescencia. Las hiperactividades
eran semejantes a fases ||| del MMC ariginadas a nwel ducdenal, ¥ migraban
a alta velocidad desde el dupdeno proximal al distal. La administracion de
CCK, tanto en los animaies ne vagotomizados ¢amo én los vagotomizados,
durante [a infusidn de L-MAME incrementd de forma significativa la
hiperactividad duodenal inducida por |a hormana. Este hecha podria indicar la
presencia de un sistema inhibitorio de secrecidn tdnica, mediado por MO, en
cl duodeno. Asi cuando esta accidn inhibitoria de tipo ténico se bloguea fos
efectos excitatorios de la CCK se harfan mucho mas evidentes. La existencia
de este sistema puedes explicar ademas 10s cambios en [a motilidad duadenal
abzervados durante el periodo de infusicn del L-NAME,; |la eliminacidn del
mismo =upondria un incremanto de la actividad global del ducdeno, que en la
practica es o que s& puede observar. La liberacitn tdnica de NG ha sido
descrita tambign en el intestino del perrp (Allescher ef ai., 1952). La actividad
ducdenal durante la perfusidn de L-NAME, alternancia de fases de quiescendia
con hiperactividades migrande del duocdenao proximal al distal, es similar a |a
niservada cuando un MMC se origina en el duodeno y ello sugiere que la
secrecion tonica de MO podria participar en 1a regulacién de la motilidad
intestinal, concretamente en la regulacién de tos MMCs. De acuerdo con esta
hipdtesis, (Maczka et 8/, 1992 han demostrado que el NO estd implicado en
la regulacidn de la motilidad intestinal en el perro in wivg, de forma que el
bloqueo de su liberacidn produce un acortamiento de 1os MMCs en perindo de
ayunas y genera fases |l del MMC durante el periodo postprandial.

Recientemente, se ha descrito que los alquil ésteres de la L-arginina fL-
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Argl, como es el caso del L-NAME, podrian tener cierta accidn antagonista
sobre 10s receptores de tipo muscarinico {Cheek et a/, 1992). Asi, algunas de
las acciones achacas al L-NAME, y por |0 tanto al NO enddgenco, podrian
deberse en parte a esta accidn antagonista muscarinica y no a la accidn de un
mediador inhibitorio enddgeno derivado de la L-Arg. En #ste estudio se
observa Crerta semejanza entre las acciones gastroducdenales del L-NAME ¥
de la Atr, gue podria, al menos en parte, explicarse por esta accidn
muscarimca del L-NAME. Ambas substancias producen inhibicion de la
actividad géstrica, que en el caso de la Atr as una abolicidn total de la misma.
Las acciones ducdenales son mucho mas evidentes para el L-NAME que para
la Atr, tal y comn hemos descrite la Atr sdlo en casos aisfados ndujo
hiperactividades duodenales. A pesar de estas semejanzas s efectos de la
infusidn de CCK en ambas condiciones fueron netamente diferentes,
especialmente a nivel géstrico. El hecho de que la CCK en presencia de L-
NAME produjese una respuests excitatoria en el estdmago, pere ng en
presencia de Atr sugiere una accidn especifica del sistema madiado por NO
en la respuesta inhibitoria gastrica debida a |la CCK. De los resultados
gbtenidas na se puede, sin embargo, déscartar una posible accidn del L-NAME
sobre regeptores muscarlnicos. La impartancia de esta actividad muscarinica
sdlo podria valorarse medianie el empleo de otros derivados no alquil ésteres
de la L-Arg. Estudios posteriores [(datos no incluidos en este trabajo.
pendientes de publicacidn} sobre |a implicacién del NO en la regulacion de la
motilidad intestinal empleando imhibidores de tipo ne alquil ésteres Jde Ja
sintesis enddgena de NGO [como la N%nitro-L-arginina ¥ la N -monometil-L-
arginina) han mastrado unas acciones hasicamente iguales gus 2l L-NAME
sobre la matilidad gastroduodenal. Estos resultados demuestran que las
acciones del L-MAME se deben a una accidn especifica sobre el sistema
enddgeno de produccitn de NO v que por 1o tanto las implicaciones descritas
entre NQ v CCK no se deben a una accidn inespecifica sohbre receptores
rmuscarlnicos.

Las efectos dei nitroprusiato sddico {NaNFl, una molécula donadara de
NO, scbre la motilidad gastroduodenal corroboran la existencia de una
liberaciaon enddgena de NO comg mediadar inhibitario en el tracto digestivo
del polle. Las hiperactividades duodenales observadas en ogasiones tras los
efectos inhibitorios debidos a 1as dosis mas altas de NaNP 58 han observads
también en preparaciones de musculo lisg, en las cuales 1a estimulacidn de
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vias NANC se caragteriza por una accién bifgsica consistente en una inhibicidn
seguida de una respuesta excitataria post-excitacidn. De fa misma faorma, se
ha demaostrado que el NO repraduce in wirg tanto fas acciones inhibitorias
como el rebote excitatorio posterior y que las dosis necesarias para poner de
manifiesto las accignes excitatorias son superigres a las necesarias para
mastrar respuestas inhikitorias [Ward er af., 1992). Por 1o tanto, el NaNP,
como denador de NQ, reproduce in vive las acciones observadas in wiro para
los neurctransmiscres inhibitarios NANC. Las hiperactividades post-inhibicidn
inducidas par el NaNP apovan la hipstesis, va expuesta, de la implicacién de
los cambins en la secrecidon de NO en la génesis y maodulacidn de les MMCs.

Los resultados obtenidos muestran que |as acciones gastricas de la
CCK en el pollo estdn mediadas principalmenie a fravés de vias vagales y que
ei NO, probablemente tanto wagal como libérado intrinsecamente, es5ta
invalucrado directamente en las mismas. A nivel duodenal, la accidn de |a
CCK parece estar mediada por vias excitatorias NANC v no mediadas por
opinides, aungue, a partir de [gs resultados obtemidos, no puede exclyirse
cierto efecta directo sobre las células musculares. Igualmente se aportan
huenas evidencias para suponer 1a liberacidn tamica de NO a nivel intestinal
v aceptar que este mediador estd implicado en [a requfacidn de la motilidad
intestinal en el polio,
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