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“En cada vna de las especies de animalés encontrandis es
clases de arganos de |a alimentacion, Unes han side creados
por la Naturaleza can la finalidad de recibir y elaborar el
alimenta v distribuirlo por rtedo el cuerpo, otros estin
destinados a recibir los producios residuales y, par vilimo,
estdn los Arganos cuya misicn es [a excredion de dichos
praductos,., El estomago recibe el alimento ¥y comienza |a
elabaracion que terminari ¢! higado, desde donde las venas
se encargan de disirtbuirlo por todo el cuerpo. Previa & esta
distrihucion, el alimente es purificado mediante Grganos
especiales que le despojan, unos de 1as resrdugs wenoes y
ngeros {finalidad de la wesicula biliar), otros de los residuos
terrosos v pesados (el bazo y la parte inferior de los
intestings que preceden al recto y, en cltima términe, de los
productos acuosas y serosos {los drganas urinarias). Para
evirar |a expulsién invealuntaria e intempestiva de los
excrementos, la Matoraleza ha dispuesto misculos en las
extremidades de los conductos o reservonios por donde
deben salir dichos excrementos. Do ahi que esos mdsculos
farmen parte de los drgangs de [a alimentacian.., Estas Ires
clases de drganos cuya finalidad es la nutricion son comunes
a edos los animales”,

Caleng, "Sobre las procedimientas anatomicos”.
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| - INTRODUCCION



Ei descubrimiento de ia secretinag en 1902 par Bayliss y Starling abrid
un rfueva concepto en el estudio de los mecanismaos de regulacidn de la
funcidén gastrointestinal y permitid a Edking, en 1906, proponer su tearia
sabre la gastring. Edkins sugirid que la respuesta secretora gastrica debida a
la presencia de alimento en el estdmago {descrita originalmente por Paviov]
se debia, no a un reflejo nervioso sing a la presencia de una harmaona de
arigen antral que denomindg gastring. Las dificultades en el estudio de esta
hormona retrasaron su aislamiento y caracterizacidn hasta medio siglo
después (Gregary v Tracy, 1964).

En 1928, vy v Oldberg propusieron la existencia de un mecanismo
hormonal regulando, en el perro, 1a contraccion y el vaciamiento de la vesicula
biliar, este factaor hormonal fue denominado colecistoguining ["que mueve la
vesicula biliar"} {(CCK). En 1243, Harper y Raper descubrieron una sustancia,
cbtenida a partir de |la mucosa duodenal, que estimulaba la secrecidn
pancredtica exocrina, Esta sustancia se denomind pancreazimina {FZ).
Posteriormente, Harper v colaboradores purificaran ks PZ a partir de extractos
duodenalas.

La CCK ¥ la PZ fueron consideradas como dos hormonas
completameante independientas hasta que Jorpes vy Mutl, en un paso decisivo
en &l conocimienta de la CCK, purificarsn un factor golecistoquinético, con 33
residuos aminoacidicos, a partir del intesting de cerde (Jorpes v Mutt, 1966;
Jorpes, 1968; Mutl v Jorpes, 1968). En el proceso de purificacidn de este
factor Mutt vy Jorpes observaran que la purificacidn de la actividad
colecistoquinética era inseparable de una purificacidn paralela de la actividad
prancreocinética. De este hecho dedujerocn gque ambas actividades
correzpondian 3 una unica malécula que a partir del momanto sg denoming
CCK-PZ o, con mayor &xito, unicamente CCK.

La purificacidn de diferentes formas maleculares de CCK vy 1a obtencién
de moléculas sintéticas con diferente analogia a las naturales ha permitido un
gran incrementg en el conocimiente de |a biologia v fisiologis de esta
hormona, especialmente en 10s mamlferos, asi como su relacidn con qtros
péptidos afines. Primero se realizaron estudios del tipo funcional y més tarde,
el desarrollo de técnicas de radiginmunoensayo [(R1A) especifico para CCK
ayudd a la caracterizacidn molecular y a la correlacidn entre efectos bioldgicos

r
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y cancentracidn tisular vy plasmdtica de la hormona.

El ultimo gran avance se produjo en 1975, cuandg VYanderhaeghen ef
af. determinaron la presencia de factares tipo gastrina-CCK &n @l sisterma
nervioso central de los vertebrados. Posteriormente estos factores han sido
identificados coma CCK, con una distribucién sltamente ubicua en todo el
sistema narvioso. Estos hallazgos sentaron [as bases para considerar a la CCK
NG Unicamente Comao una harmaona sing también ¢omo un neurctransmisor con
todo un campo de nuevas funciongs por estudiar.

1 - BIOQUIMICA DE LA COLECISTOQUININA

Desde su aislamiento y secuenciacidn por Mutt vy Jorpes se han
realizado numerosos estudios ¥ revisiones sobre la estructura quimica de la
CCK, su relacidn con otros péptidos afines y |las relaciones estructura-funcion.

La CCK se incluye dentro de un grupo heterogeneo de péptidos que, de
acuerdo con las semejanzas en su estructura quimica, forman la denominada
“familia de péptidos reguladores gastrina-CCK".

La CCK se aisld originalmente como un pépiido de 33 residuos
amingacidicos v posteriormentg, mediante el empled de  tdcnicas
cromatogrificas e inmunoldgicas, s¢ han caracterizado otras muchas formas
moleculares. De todas las formas maleculares aistadas no esta claramente
establecide cuales son farmas circulantes biclagicamante activas y cuasles
dnicamente formas intermediarias en 108 procesos de sintesis de las formas
activas. Esta heterogeneidad en cuanto a ias formas moleculares aisladas
revela, sin embargo, una alta homogeneidad en |la estructura gquimica y un
elevado grado de conservacién de |la misma a lo largo de la escala
filogonética, La regidn de la CCK mas conservada filogenéticamente
corresponde at extremo carboxiterminal de la molécula {Behield, 1989).
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La forma quimica minima biolégicamente activa de la molécula de CCK
es la del tetrapéptidg de! extremg carboxiterminal. El resto de formas
moleculares se ebtienen por adicién de residuos amincacidicos a esta forma
basica. Sin embargo, e! espectro complete de actividades bioldgicas
atribuidas a la CCK sdlo se consigue con el ootapéptido carboxiterminal siendo
la presencia del reslduo de Tyr sulfatada en pasicion 7 imprescindible para élo
{Johnson et &, 1970; Renfeld, 1289,

1.1 - QWIMICA DE LA FAMILIA GASTRINA/CCK ¥ PEPTIDOS AFINES

Los principales componrentes de la familia de péptidos gastrina-CCK
0N Gastrina
Gastrina de pello
CCK
Ceruleina
Filnsceruleina
Cionina

Esta familia de péptides se caracieriza por poseer en Ccomon el
tetrapéptido del extreamo carboxiterminal, qué ademads &5 12 minima secuencia
bisldgicamente activa ¥ que hace gue todos &llos compartan un espectro de
acciones bioldgicas muy semejantes, con potencias variables {Dockray y
Varrg, 1891}, Fuera de esta region, estos péptidos présentan ademas una
estructura quimica muy conservada que s extiende hasta las 8 residuos
amingacidices. En todos los péptidos de l1a familia esta regidn presenta una
estructura quimica gue corresponde a uno de los siguientes patrones:

“Tyr-X-Trp {4)- Gastring
“Tyr-X-X-Trp {4} CCK
Gastrina de pollo
Ceruleina
Filoceruleina
“Tyr-Tyr-%X-Trp (4)- Cionina



La semejanza quimica entre estos péptidos sugiere un origen
fikegenético comun para todas élos, divergiendo a partir de una melécula
com(n todavia desconocida.

1.1.1 - CCK vy gastrina

La CCK comparte con la gastrina el pentapéplido carboxiterminal, en
la gastrina e} residuo de Tyr que caracteriza guimicamenta al extremo C-
terminal se encuentra en posicidn 6 v en la CCK en pasicién 7 {Fig. .11, La
alta homalogia entre estas dos hormonas, sus moléculas precursoras y los
genes respeactivos apoya la hipdtesis de un origen filogandtico comin., Las dos
hormonas se diferenciarian por duplicacion y  posteriores mutaciones
samaticas de un dnico gen ancestral. La separacidn entre gastring v CCK se
produce, probablemente, al nivel filogendtico de los anfibios v amabas
procederian de una molécula ancestal de tipo ceruleina (Rehfeid, 1981).

En su espectro bieldgico la gastrina muestra ciertas acciones de CCK,
paro con potencias diferentes {Rehfeld, 19813, Las diferencias en las acciones
bioldgicas dependen de dos factores basicos:

- Posicion del residuo de Tyr: Los receptores para gastrina no diferencian la
posicién de |la Tyr dentrg de la molécula mientras que 5t que 1o hacen los
recepiares para CCK,

- Estada de sulfatacion del residuo de Tyr: La sulfatacidn aumenta |z afinidad
por |os receptores {tanto por las de gastrina como por las de la CCK).

Segun esto las afinidades de las diferentes moléculas por los receptores
de CCK son tHuang et at, 198%a):

CCK-s » CCK-ng ~ G17-5 == G17-ns

En conjunte los receptores muestran la mayor afimidad por las
mokéculas conun resfdun de Tyr sulfatada en posicidn 7, a partir del extremo
carboxiterminal (Huang et af., 1989a), La consecuencia funcional de este
hacho es que la moldécula de CCK debe estar sulfatada para reproducir su
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CCR-52 poecina {cercbrod {Talemoto e al., 1934)
Alg-Val-GIn-Gly-Val-Asp-Gly-Glu-Ser- Arg- Ala-His-Leu-Cly-AlaLleu-Leu-
Ala-Arg-Tyr-{le-Gin-GIn-Ala-Arg-Lys- Ala-Pro-Ser-Gly-aArg-Vai-Sar-Met-lle-
Lys-Asn-Leu-Gin-Ser-Leu-Asp-Pro-Ser-His-Arg-lle-Ser- Asp-Arg-Asp-Tyr-

|

Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH, R

Gosteina-34 porcina {muecosa antral) (Yanoshara, 1989)
pGlu-Leu-Gly-Leu-GIn-Gly-Pro-Pro-His-Lau-Val-Ala-Asp-Leu-Ala-Lys-Lys-
GIn-Gh,,r-Pra-Trp—Met—GIu-GIu—GIu-G!quIu—Na—T?rr—G[v—Trp—Met-Aap-Fhe-

NH, R

Gastring de polio<36 (piloro} (Dimaline ef af, 1986; Biomskoy er af, [992)
Phe-Leu-Pro-His-Val-Fhe-Ala-Glu-Leu-Ser-Asp-Arg-Lys-Giy- Phe-Val-Gln-
Gly- Asn-Gly-Ala-Val-Glu-Ala-Leu-His- Asp-His-Ph E-ler Pra-Asp-Trp-Met-

R
Asp-Fhe-NH,

Coemleina {démmis do Hyfe ooeridea) (Anastagi e al, 1967 v 19648}

pGlu-Gln-Asp-Tyr-Thr-Gly-Trp-Met-Asp-Pha-NH.
|
50,H

Cianina {Ciona intexhinahis) {Johnsen y Behfeld, 1991}

Asn-‘ll'vr-Tyr-Gw-Trp-Met—ﬂsp— Phe-NH,
S0_H éD,H

FIG. 1.} - Sccuencias ammoacidicas de loy péptidos do la familia gastrina-CCK,
R =H, ¢n las lormas melegulares no sulfatadas, v 530,H ¢n las sulfatadas.

-6 -



espectro completo de acciones bioldgicas, mientras que Ia gastrina
puedecncontrarse tanto en forma sulfaiada camo no sulfatada va que g Tyr
localizada en posicion 6 g5 menos importants para sus acciones bioldgicas
{Johnson ef 2/, 1970; Dockray, 1977}

1.1.2 - CCX v gastrina de pailo

La gastrina de pollo ("chicken gastrin®™ segan |a literatura anglosajonal
ic@) es uvna molécula de la familia gastrina-CCK, con 36 residuos
aminoacldicos, recientemente aislada a partir del piloro de pollo. La ¢G
comparte con la CCK el tetrapéptide carboxiterminal caracteristico de los
peéptidos de esta familia v ademas presenta un residuo de Tyr sulfatada en
posicidn ¥ del exrremo C-terminal, al igual que la CCK. Teodas estas
caracteristicas la convierten en un péptido estructuralmente de tipo CCK
{Dimaline et 3/, 1986; Oimaline ¥ Lee, 19807 (Fig. 1.1}, Sin embargo =l
espectro de acciones bioldgicas de jla molécula, tanto en mamiferg como en
el pollo, corresponde & una maolécula con actividad de gastrina (es una potente
estimuladora de la sacrecidn 4cida gastrica pera falla en 13 induccidn de la
contraccidn de la vesicula biliar ¥ en la estimulacion de la secrecion
pancredtica) [Dimaline ¥ Lee, 1990).

Estas caracteristicas convierten a la ¢G en una molécula
gstructuralmente tipo CCK pero funcignalmente tipo gastrina. Esta aparente
falta de relacidn estructura-actividad se debe, seguin Dimaline ¥ Lee {18390,
a la interaceidn estérica entre el residuo de Tyr en posicidn 7 y el do Pra en
posicidn B que acupan el extremo C-tarminal de la molécula. La presencia de
un residuo de prolina modificaria la estructura terciaria de la molécula de tai
forrma que equivaldria & obtener un péptido con una Tyr én posicion & en lugar
de en posicidn 7 ¥ gue por lo 1anto conferiria a la molécula caracteristicas
funcionales de gastrina. Estas diferencias han sugerido a Schjoldager ez af,
{1991) qua, aceptando un origen filogenétict comun para 1a gastrina v 1a
CCK, los mamliferos y las aves presumiblemente han usado diferentes
estrategias para asegurar |la especificidad de accidn de |la gastrina ¥ de |a
CCK. En los mamiferos esta distincién se hes logrado posigcionande en
localizaciones diferentes el residuo de Tyr; mientras que en las aves se ha
realizada por insercidn de un residuo de Pro vy por |9 tanto cambiando la
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conformacién del extremo C-tarminal de la malécula.

Recientemente Bjornskov ef af {1992) han aislado nuevas formas
moleculares de ¢, tanto mayores a la inicialmente descrita de 36 residuos,
cona menores: 53-, 30-, 21- y F-regiduas C-terminales carboxiamidados. Al
igual gque |a forma griginalmente descrita por Dimaline et g/, (1988} la mayoria
de estas moléculas presentan el residuo de Tyr en posician 7 del extremo G-
terminal en forma sulfatada, le que indicaria que la forma bigldgicamente
activa de 1a molécula es |z que presenta esta caracteristice estructural.

1.1.3- CCK v ceruleinalfilocerulaina

La cerulaing a5 un decapeptido aislado de & epidermus del anfibio Hyla
caeruda que comparte con la CCK similitudes tanto estructurales (Fig. 1.1}
como funcionales {Anastasi er 8/, 1967 y 1968, Bertaccini et af., 1962, Mutt
y Jorpes, 1971; Dockray, 1977

- éntico pentapéptido carboxiterminat.
- Residuo de Tyr sulfatada en posicion 7 del extremo carboxiterminal.

- Espectro de acciones similar a la CCK y a la gastrina. Las accionas de
CCK sdlo se reproducen adecuadamente cuando el residua de Tyr en
posicidn 7 permanece sulfatado.

Su funcidn en los anfibios no se conoce totalmente, pero ademas de en
la piel se ha encontrado también en ¢l (racto gastreintastingl actuando,
probablemente, como una hormena gastrointestinal (Dockray, 187 7). Elhecho
de que en los anfibios no se haya detectado la presencia de péptidos tipo
gastrina apoya la hipdtesis de un ancestro coman de tipa ceruleina cormo
origen tanto de la gastrina como de ja CCK. Sin embargo, si que se han
determinadeo, en el tracto digestivo y en el sistema nervioso de algunos
anfibios, péptidos de tipo CCK-8 no relacionados con la cerulging, o que
sugeriria que, al menos en algunas especies de anfibigs, 1a ceruleina no tiene
la Funcidn de una CCK primitiva sind que ambos peéptidos existen ya de farma
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independiente (Dimaline, 1383).

La filoceruleina 25 un nonapéptido, estrechamente refacionado con la
cerulgina, que se ha aislado de la piel de diferentes anfibios del génera
Phyitornedusa. Ei heptapéptido carboxiterminal de la molécula ¥ su espectro
de acciones bioldgicas son idénticos a los de la ceruleina {Anastasi et af.,
1869). Sus similitudes estructurales y funcionales ¢on la CCK son iguales a
las de la ceruleina.

1.7.4- CCK v cionina

La cwning &5 un neurepéptida aislado del protocordado Ciena
integtinafis. Este péptido, aislado en yna farma de ocho amincacidas, muestra
gl extremg carboxiterminal comun de la familia y ademas presenta dos
residuns de Tyr sulfatados en posiciones 6 y 7 del extremo C-terminal de la
molecula. Por o tanto, desde un punto de vista astructieral, 1a cioning &5 un
péptido hibrido gue muestra las mismas similitudes frente a la gastrina que
frente a fa CCK (Johnsen y Rehfetd, 1980} {Fig. 1.1},

Biologicamente las acciones de 1a cionina son de tipe CCK, segdn han
probadao Schjoldager er ai {1991} trabajando scbre sistemas broldqices de
mamiferos. La relacidn estructura-funcidn puesta de manifiesta por estos
autores para la cignina muestra la importancia de la presencia de un residug
sulfatado de Tyr en posicidn 7 del extremg C-terminal para determinar la
presencia de acciones bioldgicas de tipo CCK o de tipo gastrina en esta familia
de péptidos. lgualmente, !as acciones de ia cipning muestran que |as
actividades bioldgicas de tipe CCK son flogendticamente mas antiguas que
las de tipo gastrina y gue, probablemente, en las especies menas
evolucionadas, coma se ha demostrado en algunas especies de peces, gs m4s
importante sl estado de sulfatacidn del residug de Tyr que nNd $u posicidn
dentro de la molécula (6 o 7 en el extremo C-terminall. Por lo tanto, estas
especias no prasentarian receptores especificos para gastrina y CCK ya que
estas funciones na s¢ habrlan diferenciado adn (Schjoldager ef 3/, 1291).



1.1.5 - CCK y otros péptidos de estructura quimica afin.

Ademds de con los componentes de la familia gastrina-CCK, la CCK
presenta relaciones estructurales con atros péptidos bioldgicamente activos,
descritos tanto en animales superiores como en especies de invertebrados.

- CCK y Met-encefalina

La Met-encefalina es uwn opioide endégenc con funciones de
Nauratransmisor tanto a nivel del sistema nervioss central como periférico
{Miller y Hirming, 1983). La CCK-7, con un residuo hbre de Tyr en su
gxtremso aming terminal, €5 la moldcula gue presenta mayor similitud
estructural con 1a met-encefalina (Rehfeld., 1888). La transcendencia
funcional de asta relacion estructural no se ConNAce.

- CCK v drosulfaguininags v leecosulfaquininas

Las drosulfaguininas {l y 1} y las leucosulfaquminas {1 v 1] son
péptidos de estructura definida a partir de cADN de Drosophilia
mefanogaster v aislades de las cucarachas de la especie Leucophaea
maderae respectivamenta, Ambos grupos presentan una gran similited
estructural con la familia gastring-CCK zin embargo son tatalmente
inactivos sebre sus sistemas bioldgicas diana (Nachman et af., 19863 v
b: Michols ef al, 1988}, Estas diierencias funcionales demuestran la
importancia bicldgica que la conservacién del tetrapéplido aminaterminal,
que comparte toda la familia gastrina-CCK, tiene para la actividad
hioldgica de la misma [Schjoldager et a/., 1991). Segdn Daockray (19859]
la semejanza estructural entre lag leycpsulfaquinines ¥ los péptides de 1a
familia gastrina-CCK as un claro ejernplo de evolucidn convergente y por
la tanto, no revela ningan tipo de relacién filogenética entre estos
peptidos.

- CCK y péptidos afines aistados en crustdceos

Resientamente, Favre! ef @f, (19%1) han aislada, a partir del tracto
digestivo de crustdceds mannos de la especie Neplirops narvegious,
cuatro péntidos gue muestran inmunorreactividad de tipo gastrina-CCK.
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A pesar de |a similitud inmunolégica, sy secuenciacidn hz mostrado
impartantes diferencias estructurales con la familia gastrina-CCK 1o gue
hace pensar que estos peptidos puedan formar parte de una nueva familiz
que participaria tamhbién en la regulacidn de la funcidn gastrointestinal en
especies mferiores.

1.2 - EL GEN DE LA CCK

El gen que codifica la CCK ha sido identificada, clonado y secuenciado
en ratdn {Friedman et &/, 1985, Vitale er ar., 1990, rata (Deschenes ef a/.,
19806; Kuwano et af, 1992} y en la especie humana | Takahashi er al., 1985].
Existe una Jnica copia del mismo, expresdndose bésicamenie en sisiema
nervigso central v en el intestino (Friedman et a/., 1988}, aunque se han
determinade productos de sxpresion del gen en otros tejidos, comg el renal
(Vitale ef af., 1930]. El gen se expresa de iddntica forma tanta en el intestino
coma en el cerebro, asi la CCK se sintetiza como un Jdnico precursor y las
diferentes formas moleculares presentes en |os tejidos de deben a difgrencias
en 2l procesado post-iranslacional de la maolégula (Gubler et af, T884;
Takahashi er af., 1985},

La CCK se sintetiza como un precursor de 115 residuos amincacidicos
demaoniade prepro-CCK, con una secuancia altamente conservada a o largo
de la escala filogendtica (Takahashi et af. 71985} El procesado past-
translacional de este precurgor produce las diferentes formas maleculares de
la CCK v es pues el responsable de la macroheterogeneidad de la molécula.
El procesado de la prepro-CCK es el mismo en cerebro y en intesting, sin
embargo las diferentes formas moleculares que se ancuentran en una v atra
lgealizacidn v 1as diferentes propargiones entre 1as mismas sugicren diferentes
mecanisrmos de regulacidn de este procesada en ambas regiones (Friedman
et &£, 1985).
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1.3 - HETEROGENEIDAD MOLECULAR DE LA CCK

La CCK es unamolécula altamente heterggénea, con maltiples formas

moleculares que pusden mostrar difterentes potencias hioldgicas (Rehfeld,
1888). Sequn Rehfeld (1380 v 13981} 1a heterogeneidad molecular de la CCK
se explica mediante das fenémenas diferentes:

1-

MACROHETERQGENEIDAD de la CCK - S5e debe a la presencia da
moléculas de diferente longitud y refleja diferantes pracesadoz de una
molécula precurscra.

MICROHETEROGENEIDAD de la CCK - Se debe a pequeiios cambios en
la estructura molecular {sulfatacion, amidacian} y refleia derivacicnes
past-translacionales que generalmente afectan a un sglo residun
aminoacidica.

Las fermas méas frecuentes de COK gque pueden encontrarse en los

tejidos se agrupan ¢n 5 Categorias (Dockray, 197%a; Rehteld, 1980 y 1981;
Brownstein vy Rehfeld, 1888: Rehfeld at af., 1985, Reeve et af., TY9HE;
Dockray y Varra, 15981):

Agrupa a todas aquellas formas gque contienen mas de 33 amincécidos,
lag farmas maleculares predominanies son:

CCK-58 - Ez |la molécula de mayor tamafio gque se ha aislado. Tiene
una baja actividad bioldgica sobre 1os sistemas diana de la CCK, que
aumenta por eliminacion de residuas dei exttemo aminoterminal, 1o
que indica gque puede ser una foema molecular intermedia en el
procese de generacién de formas mas cortas de alia actividad
bioldgica (Hicker et af., 1930).

CCK-33

Representa a la forma molecular de 33 aminoécidos [CCK-33}. Fue ia
orimera forma de CCX aislada, a partir del intesting de cerdo { Mutt y
Jorpes 1968 v 1971). Es muy abundante 8 nivel intestinal y muy
gscasa en el cerebro (menos del 5% del total de CCK). Su abundancia
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a nivel intestinal, el hecho de que sea una de las principales formas
moleculares liberadas en sangre cuandao se estimula la liberacién
enddgena de CCK [Cantor y Rehfeld, 1987; Jansen y Lamers, 1987;
Wolfe v McGuigan, 1984; Eysselein et a2, 1987} v de que muesire una
actividad bieldgica v una potencia similar a la de |a forma de 8
aminodcidos (Solamon et 2t , 1284} sugisren gue pueda ser una forma
molecular importante bioldgicamente.

Engloba a todas aquellas moléculas con un tamano comprendido entre
la CCK-33 v la CCK-E. Las fermas mas aoundanfes son:

CCK-25
CCK-22
CCK-18
CCK-12

San formas con un significade biolégico poco  conociio,
probaliernante se encuentran sdlo comao intermediarias en los procesos
de sintesis de moléculas menares, de actividad bigldqgica conocida.

Engloba a las formas molecuiares con 8§ aminodcidos (CCK-8). La CCK-
8 es una molécula de 8 residuos correspondientes al extremo
carboxiterminal de la molécula precursera y se caracienza por poseer
un residug de tirgsina en posicidn 7. Esta tirgsina puede estar en forma
sulfatada o no sulfatads, pero para reproducir el espectro completo de
acctones bioldgicas de la CCK es necesario que ésta esrd en forma
sulfatada, sdlo entonces la molécula se comporta coma un 3gonista
total de los raceptores de CCK (Huang er al, 1988a). La CCK-B es ia
formma molecular mds abundante. Estd presente mayoritariamente a
nivel central ¥ es mucho menos abundante & nivel digestive. Ha sido
determinada y aislada tanto en el cerebro {(Dockray, 1978, Eng et af.,
1983; Eysselein ef af . 1984a; Reeve, 1984, Fan &f a4/, 1988) como
en el tracto digestivo de numerosas especies [Maton er af., 1884; Zhou
ef af., 19B56; Mdssner of &/, 1921). Esta farma molesular es la dnica
que ha =ido gizlada en las aves, a partir del cerebro de pollo (Fan ef af.,
1987.
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WV - Engloba tadas aquellas formas molecularas que contienen menos de 8
aminpacidos. LoS represantantes mas importantes de este grupao son:

CCK-7

CCK-6

CCK-5

CCK-3 - Forma correspondiente sl tetrapéptide C-términal comin &
todos los péptidos de la familia. Corresponde a la minima
secuencia bigldgicamente activa.

Son formas poca abundantes en el tracto digestive, predominando a
nivel del sistema nervioso central, especialmente la CCK-5 vy la -4 que
pueden tener cieria imporiancia bioldgica a este nivel,

1.4 - LOCALIZACION ¥ DISTRIBUCICN TISULAR DE LA CCK

1.4.7 - Locatizacion celular de la CCK

La CCK se encuenitra basicaments en dos localizaciones celulares
diferentes:

- Células endocrinas
- Células nerviosas

1.4.1.1 - CCK endocring

El empiea de diferentes técnicas inmunohistoquimicas ha permitido
determinar la distribucidn, morfologia vy wlfragstructura de |ags células
endocrinas productoras de CCK v moléculas afines. Las células productoras
de CCK se encuentran locaiizadas a nivel de la mucosa del tracto digestivo,
son células de tipo abierto {poseen una regidn apical en contacto con [a luz
intestinal} (Buchan er g, 1578; Larsson, 18380% v de forma elongada, oval ©
piramiclal (Schlege! er af., 18377). Se distribuyen con una abundancia
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decreciente desde |ag &reas proximalos del intestino & las mds distales, Asila
CCK estd presente, de forma significativa. en la regign del antro pilérico,
duodenc y yeyuno (Buffa er af., 1876; Schlegel et af., 1977; Buchan, et al.,
1978; Rehtfeld, 1980; Bishap er a., 18911, Un hallazgo interesante cuando
s& estudia la distribucitn de ia gastrina y la CCK es la falta de coexistencia de
las dos hermanas {Rehfeld, 1251j.

Mediante el empleg combinado de técnicas de extraccidn vy
concentracidn, inmunolagicas y cromatograficas se han caracterizado las
formas moleculares presentas en el intesting {principalmente duodeno v
yveyuns) de maltiples especies. Las abundancias refativas de las diferentes
formas moleculares ¥y su distribucidn es muy variable de unas especies a otras
v depende también en gran medida de las 1écnicas de extraccion y andlisis
empleadas. En general, [as formas moleculares mas abundantes son la CCK-8,
la CCK-33/29 v la CCK-B8 (Calam ef af., 1982; Schafmayer ef al., 1982;
Bacarese-Hamilton et a/., 1984a, 1984b v 1385; Maton ef a/., 1884, Eberlein
et al.. 1988, Eysselein gt af,, 1988 v 18980; Turkelson y Solomon, 1290:
hMdssner ef af.. 1997, Ademds de estas moléculas pueden encontrarse bajas
concentraciones de formas intarmedias entre lg CCK-33/39 v la CCK-58 v
formas menores a la CCK-8. La distribucion de estas formas moleculares no
es homogénea a o largo del intestino. En 1a especie humana y en gl cerdo las
areas mis proximales presentan practicamenteiguales proporcianes de tormas
molecularas cortas y largas mientras que en la zona media y distal se observa
un predominio de las formas largas, sobre todo CCK-33/39, sobre las cortas
{Maton et af., 1884}, En el perro, la cantidad total de CCK decrece en sentido
caudal, la concentracidn de CCK-58 es prdcticamente constante migntras que
la de CCK-8 aumenta y fa de CCK-33/29 disminuye en sentida distal {Eberlein
et af., 1988).

7.4.1.2 - CCK nerviosa

La distribucidn de la CCK en e} sistema nervioso €5 altamente heterogénea
y puede encantrase inmungrreactividad frente 8 CCK an células nerviosas en
tridltiples localizaciones, tanto a nivel central como & nivel periférico.
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A - CCK en el sistema nervigso central

La presencia de inmunorreactividad de tipo gastrina-CCK en el
sistema nervioso cential fue descrita por Vanderhaeghen et 4/ en 1975
¥ posteriormentg Dockray {1976) demostrd que se debia a la presencia de
CCK. Desde entances, ¥ debido al gran interés desarrollado sobre este
péptido, los estudios sobre |3 biologia de la CCK coma neuropéptido se
han desarraflado muy rdpidamente. La CCK s¢ encuentra en el sistema
nervioso central en unas cancentraciones muy altas fmucho mayores alas
descritas para otros nauropéptidos ¢ a las halladas en el mntesting) y
coexistiendo con otros neuratransmisgres {Substancia P, GABA,
serotoning,...) (Rehfedd, 1980 v 1981; Beinfeld, 1985; Crawley, 1985).
Se localiza practicamente en todas 1as regiones cerebrales [predominandeo
una amplia distribucién corticall, en la médula espinal {fibras sensoriales
v ganglios de la raiz dorsal} (Rehfeld, 1578b; Larsson y Rehfeld, 1979;
Beinfeld, 1985; Bishop et al.., 1891}, Las altas concentraciones
detectadas a este nivel ¥ [a ubicuidad de su distribucion suponen un
impartante papel fisioldégico de la CCK como neurotransmisar central.

B - CCK en el sistema nervinsn periférico

La presencia de CCK ha sido determinada también en diferentes
areas del sistema nervioso periférico:

1- Plexos mienténico y submucoso del iracto digestivo: su presencia esta
relacionada con la de otros neurotransmisares y péptidos reguladores
gastrointestinales {Sundler et af., 1980; Furness er al., 1984, Bishop
eral., 1991}, Las terminaciones nerviosas con CCK predaminan en las
areas mag distales del intesting, sobre todo en leon y colan [Larsson
v Rehfeld, 1979; Larsson, 1980; Rehfeld, 1980 y 1881). La CCK
neurcnal presenta un predominio de farmas moleculares pequefnas,
preferentemente de CCK-8 (Hutchinson et &, 1281).

2- Fibras aferentes vagales {Rehfeld, 1983; Rehfeld y Lundberg, 1983;
Dackray &t 2%, 1981 y 1985; Bishop er &/, 1991). La forma
predaminantes parece ser la de CCK-8 (Aehfeld, 1983}, Varios autores
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(Rehfeld y Lundbera, 1983; Dockray ef a4, 1981) han demostrado
que la CCK es transportada por fibras vagales aferentes desde el
ganglio nodoso hacia e tracio digestive. Esta demostracidn
morfolégica junto con recientes evidencias funcionales apoayan la
hipdtesis de la implicacion de un reflejo vagal en las acciones gastricas
mediadas por la CCK.

3- Ganglios y terminacianes nerviosas intrapancradticas [Larsson, 1979;
Sundler st af., 1980).

4- Qanglio celiaco (Larsson v Rehfeld, 1979).

5- Terminaciones nerviosas en vejiga urinaria y Utera {Larsson y Rehfeld,
1973; Rehield, 1980},

B- Mervigs ciaticos (descrita dnicamente en 1a especie felinal (Renfeld y
lundberqg, 1983).

1.4.1.3 - CCK en otras localizacionas

La presencia de CCK ha sido descrita ademés en: islotes pancredticos
{Larsson, 1980), espermatozaides de algunas especies de primates, mucosa
nasal y puimdn {Bishop &t al., 1891).

1.4.2 - CCK en plazma

Hasta gue no s¢ demuestra inequivecamente que un péptido estd
presente en gl plasma en concentraciones apropiadas para realizar su funcidn
fisiolégica reguladora éste no puede ser considerado como una harmana. El
conocimiento de las formas moleculares circulantes y su importancia en las
funcianes bigldgicas pasa por la disponibilidad de tégnicas de anglisis de alta
especificidad. Este punto es particularmente imporiante en €l caso de la CCK
debido a: 1) su alta heterogeneidad maolecular v su similitud estructural con
otros peptidos, 2) la dificultad que presenta la cbtencién de CCK marcada que
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pueda ser usada como trazador en los ensayos, 3) su amplio espectro de
acciones v 4 sus bajos niveles circulantes (Cantor, 19893; Rehfeld, 1985}, En
los Jltimos anos se han desarrollado radicinmuncensayos altamente
aspecificos y sensibles (Rehfeld, 1978a; Burhol &t &f., 1982; Schafmayer ef
af., 1982; Chang y Chey, 1983; Cantor, 1988, Turkelsocn et af., 1984;
Hacker ef a/., 1920} asi como diferentes técnicas de biagensayo {Jahnson y
McDermott, 1973; Hocker et 2., 1590; Massner ef 2., 1991} que permiten
valorar de forma fiable la CCK circulante.

La naturaleza molecular de |[a CCK plasmiticea no se conoce
completamente ¥ 10s resultados canocidasg hasta la actualidad muestran una
alta divergencia [Rehfeld, 1988]. En primer lugar, parece haber importantes
varaciones de tipo especifico; asl en rata y cerdo las formas plasméticas
predominantes son la CCK-8, 1a CCK-12 y la CCK-22 {Rehfeld &f ok, 1982}
mientras gque en la especie humana es importante la presencia de moleculas
del tipop CCK-27, CCK-33/39 y mayores {CCK-58) (Gaisane er at, 1988;
Cantar v Rehfeld, 1987; Jansen vy Lamers, 1987 v ep perro las formas
predaminantes son la CCK-8, [a -33/39 y 1a -b8 {Chang y Chey, 1383, Wolfe
y McGuigan, 1984; Eysselein ef al, 1987,

En condiciones basales las cancentraciones de CCK en plasma son muy
variables sequn las diferentes especies y la bibliografia cansultada, y oscilan
entre 1 v 50 pM (Burhol er &, 1982; Matan et a/., 1982; Jansen y Lamers,
1983 y 1988; Wolfe y McGuigan, 1984; Cantor, 1986; Gaisano &t af., 19886;
Renhfeld, 1983). La estimulacidén de la secrecidn enddgena eleva estos niveles
basales hasta concentraciones que oscilan, tambidn segun la especie v la
bibtiografia, entre & v 30-9¢ pM (Burhol e 2/, 1882; Maton et af., 1982;
Chanpg y Chey, 1983; Eysselein ef &/, 1984, Wolfe y McGuigan, 1984;
Gaisano et af, 1986; Jansen y Lamers, 1986; Rehfeld, Y889). Este patrén de
variacién en los niveles endégencs de CCK puede ser simuladso poria infusgion
ex6qena del péptido, produciéndose entonces los mismos efectas biolégicos
gue s& observan por la estimulacién de su liberacién enddgend, lo que
confirmaria el papel regulador fisicldgico de la CCK { Rehfeld, 1985).
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1.4.2.1 - Liberacién de CCK.,

El principal estimulo liberador de CCK en el tracto digestivo es la
presencia de alimento en &l lumen intestinal, basicamente en duadeno vy
veyvund (Burhal ef &, 1982; Cantor v Rehfeld, 1287; Cantar, 1983}, Asi, una
comida estindar produce un aumento significative en los niveles circulantes
de CCK, que alcanzan su maximo aproximadamente 2 los 10 min tras la
ingestidn de la misma y que 58 mantienen par un parlodo de aproximadamente
tras horas, Cuando se estudia por separado el papel en esta estimulacidn de
ios diferentes componentes de |a dieta {lipidos, protelnas vy gldcidos,
basicamenta) pusde wvarse que no todas tignen 13 misma impartancia.
Ademas, parece haber importantes diferencias especie especificas en cuanto
a la habilidad de los compenentes de [a dieta para estimular 1a liberacidon de
CCK enddgena. Asi en la rata las proteinas son potentes estimulantes de la
liberacidn de CCK pero, a diferencia de en otras especies, no lo son los lipidos
o las soluciones de aminodcidos (Liddle ef af, 1986a. Cantor, 1883).

Los lipidos parecen ser el estimulo exdgeno mas potente provocando
la liberacidn de CCK endégena, especialmente cuando se perfunden en el
intesting delgado. En 1974 Meyer y Jongs determinaron  algunas
caracteristicas importantes del proceso de estimulacion de la liberacion de
CCK debido a Ips lipidos:1) la minima longitud de la cadena hidrocarbonada
debia ser de 9 carbonos para tener efecto estimulatorio, 23 los triglicéndos no
estimuwlaban fa liberacidn si no se sometian & una hidedlisis previa v 3) la
dispersidn de los Acidos grazos en micelas (mediante sales bihares o
detergentes) incrementaba marcadamente |z actividad estimulante de los
mismos. La potencia de los diferantes compuestas lipidicos estimulando la
liberaciton de CCK depende de dos factores bésicos: 11 de la longitud de la
molécula, asilos dcidaos grasos vy los triglicéridos de cadena farga son potentes
estimulantes de 12 secrecién de CCK mientras que los de cadena media v
corta (de menas de 9 4tomos de carbono) son estimulantes pabres (Cantor,
T1989) v 2] del grado de insaturacidn de forma que, a medida que &l grado de
insaturacién aumenta la capacidad estimulante sobre la secrecidn de CCK
{Berdshall et af, 1983},

La CCK plasmitica liberada por la estimulacién con lipidos ¢s altamente
heterogénea. En |a especie humana, Maton er & {(1982) encontraron
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aumentos significativos en los niveles cirgulanies de CCK-8 tras la ingestidn
de una comida ¢grasa. Posteriormente, Jansen v Lamers {1987} , en una
experiencia similar, encontrargn que las formas de CCK Fberadas eran
mayoritariaments fa CCK-53, -33f3% v -22/27 mientras que los aumenios en
los niveles circulantes de CCK-8 no eran significatives, En el perro, la
perfusian intraduadenal de olesto sédico (4.5x107 moles/30 min.) produce un
incremento en |08 niveles de CCK circulante de niveles basales menores a 2
pM hasta 6 pM. En la mismz experiencia, las formas moleculares liberadas por
el oledto sodico fueron mayoritariamente CCK-33/39 vy -8 (Eysselein et af.,
1984hb). Las resultados obitenidos en este tipo de experiencias conguerdan
con la idea de que la CCK actde de forma fisicldgica como una hormona
linerada postprandialmenterequlandao la secrecidn pancresgtica y la contraceidn
de la vesicula biliar {Maton et af., 1982).

Las proteinas son también estimulantes efectivos de la liberacién de
CCX endocrina {Wolfe y McGuigan, 1984}, Ademas de las mezcias de
péptidos, algunos aminodcidos han demastrado ser por si mismos potentes
estimulantes de la secrecidn de CCK (Chang y Chay, 1383). El papel de 1os
glicidos, sin embargo, no esta clarg v ios resultados obtenidos hasta =l
mamento parecen indicar que estos compuestos no son impoftantes
astimulande la liberacidn de CCK (Rehfeld, 1986; Cantor, 1980).

Lg perfusién ducdenai de soluciones acidas estimula la liberacion de
CCK en humanos, perro v cerdo, sin embargo, e papel del &cido en la
estimulacion fisioldgica de la secrecidn de esta hormona parece ser poco
importante {Cantor, 1989). Las soluciones salinas no son estimulantes de la
liberacidn de CCK enddgena (Cantor, 1989). Otros factores, como la
presencia de sales de calcio en el lumen intestinal, pueden estimular también
la tiberacidn de CCK (Holtermudler et g, 1976).

1.4.2.2 - Control nervigso de 13 liberacién de CCK.

Tanto el sistema nerviasa central come el autdnomo participan en la
regulacién de la liberacién de CCK endocrina. La estimulacién vagal produce
aumentas leves de la CCK ¢irculante en humanos y cerde pero no en 2l parro.
Igualmente, la vagotomia aumenta la liberacidn de CCK inducida por la
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mgestion de una comida grasa en la especie humana. Las células endocrinas
secreforag de CCK perecen recibir ademas inervacidn autdnoma tanto
excitatoria como inhibitoria (Cantor, 1989).

La accidn conjunta de estos factores, juntd con un mecanismo de tipo
"feedback™ mediado por la propia CCK contribuyen a regular 1z liberacidén de
la hormona de forma que los niveles de 4sta estén comalacionados con el
estado del animal.

1.4.2.3 - Eliminacidn de la CCK plasmatica

El tiempo de vida media de [a CCK en el plazma depende de !a forma
molecular de [a misma v de la especis animal congideradas. En el hombre,
para la CCK-B es de 1-2 min v para la CCK-33 de 3 min (Cantor, 1289). En
el cerdo, [a vida media es de unos 30 s para la CCK-B v de unos 80 s para la
CCK-39 [Cuber er al., 1983a).

Tanto en la aspecie humana como en el cerda, el principal drgano
catabolizador es gl higado {Cantor, 198%9; Cuber ef 2/, 1989a}.

1.% - RECEPTORES DE COLECISTOQUININA: CLASIFICACION
¥ CARACTERIZACION

El primer pasa en la interaccidn de un péptido gastrointestinal con su
célula diana es un proceso de unidn reversible del péptido con receptores
especificos localizados en la superficie celular (Gardner y Jensen, 1330},
Desde el descubrimiento de la CCK se ha trabajado activaments &n la
caracterizacidn de los receptores involucrados en I35 diferentes acciones
hormopales descritas, asi o8 receptores para CCK han sido los mdés
estudiados (en mlltiples especies vy tejidost de los descritos para las
hormonas gastrointestinales {Morriset, 1291}, Tres facteres basicos han
permitido que, durante los Gltimos afos, el conocimiento de |os receptores
implicados en las respuestas de la CCK haya avanzade de forma importante:
1} la posibilidad de obtener diferentes formas moleculares de CCK v
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substancias andlogas mediante sintesis, 2} el avance en el campo de la
sintesis y caracterizacidn de antagonistas especlficos y 3) Los avances
1&cnicos, sabre todo en biolegls molecular, aplicados al estudio de receptores.

La heterogeneidad de los receptores de CCK ha sido descrita a partir de
las diferencias de afinidad entre las diferentes formas moleculares y los
recaptores presenies en carebro v pancreas {innis v Snyder, 1980). De
acuerdo con la potencia como agonistas de diferentes péptidos, tanto
naturales como sintéticos, y la distribucion tisular, cldsicamente, los
receptores para CCK se han dividido en dos grupos: receptores tipo A vy
receptoras tipo B. En los Jltimos anos, esta clasificacidon se ha complicado al
hallar receptores de ung ¥ otrg tipo en otras localizaciones fuera de las
cladsicamente descritas para cada uno. 3in embargo, esta division bésica sigue
considerandass aril (Woodrsf v Hughes, 1927).

1.9.7 - Receptores CCK-A

Receptores caracterizados por el reguerimiento de al menos el
heptapéptide terminal de la molécula lincluyendo el cardcter sulfatado del
residuc de Tyr en posicidn 7} para que la interaccion receptar-agonista sea
aefectiva {Jensen v Gardner, 1921; Miller,1931; Woodruf v Hughes, 18911,
Descritos inicialmente como propios del tracto digestivo { su denominacidn se
deriva del termino anglosajdén "alimentary™) actualmente se sabe que pueden
temer otras localizaciones.

Se han descrito en: - Mdasculo liso gastrointestinal
- Neuronas del esfinter esofdgico infertor
- Plexo mientérico
- Nervios Vagos
- Meuronas colinérgicas de la vesicula biliar
- Pancreas
- Sisterna nervioso central
- Lineas celulares tumorales

El uso de 1écnicas de solubilizacién de receptores, determinacion de
pesos moleculares y empleo de antagonistas especlficos de diferentes tipos
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ha demostrade cierta heterogeneidad entre [os receptores CCK-A,
gspecialmente en dos zonas: péncreas y vesicula biliar (Singh v Thompson,
1987, Miller, 1930; Morriset, 1991; Woodruf y Hugheas, 1991}

1.9.2 - Receptares CCK-B

S0 caracterizan parrequerir s4la el wetrapéptido terminal de la molécula
para que la interaccidn receptor-agonista sea efectiva. San receptores muchao
menos selectivas que los de tipe A vy, ademas de reconocer las formas
maoleculares no sulfatadas, pueden interaccionar también con diferentes
formas molecuiares de gastrina (Jensen y Gardner, 1991; Miller, 1897;
Woaodruf y Hughes, 1991},

Inicialmente descritos como receptores propies del sisteama nervioso
central (su denominacidn proceds del termino anglosajdn "brain®) actualmente
se han descrito en otras localizaciones;

- Algunas células tumorales

- Misculo liso gastrointestinal

- Celulas parietales vy principales gastricas
- Célylag acinargs pancreaticas

1.5.3 - Relacidn gntre 103 receptores para gastrina v para CCK

L& semejanza estructural entre las péptidos gastrina y CCK ha supuesto
una barrera no 5610 para las técnicas destinadas a la determinacidn de ambos
péptidos sino también para la correcta caracterizacidn da los receptores de
una y atra molécula. Asf, la proximidad filogenética entre ambas hormonas se
presenta también en los recepfores propios de cada una.

Cuando se valara la afinidad de los diferentes tipos de recepiores de
CCK frepte a la gastrina puede chservarse gue 105 receptores CCK-B
presentan una shta afinidad {en un rango semejante & la CCK-8) mientras que
los CC¥-A tienen baja afinidad por esta hormona. Esto ha llevado a algunos
autores a considerar idénticos a los recaptaras propics de la gastring y a los
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CCK-B, reconaciendo indistintaments armbos péptidos. Por ello kos receptores
CCK-B se denominan también receptares CCK-Bfgastring {Jensen v Gardner,
1997}, Para otros autores los receptores de gastrinag deben incluirse comn un
tercer tipo de receptores de CCK ya gque muestran un mismo rango de afinidad
por lz gastrina que por las diferentes formas moleculares de CCK,

En la rmusma linea, algunos investigadores describen un tipo particular
de receptor para la CCK, denaominado receptor CCK-C. Este receptar ha sido
descrito en el cobayo localizadeo a nivel de las células parietales del estdmaga
v relacionado ¢on la secrecidn de pepsindgeno (Woodruf y Hughes, 1991). El
receptor CCK-C muestra igual rango de potencia frente a |z gastrina que
frente a lg CCX-8, por o gue podria ser una manifestacidn de oS receptares
conocidas como CCK-Bigastring,

Contrariamente 3 los receptores CCK-B, los CCK-A muestran baja
afinidad par la gastrina v en general por todas aquellas formas molacularas
menores de 8 residuos ¢ no sulfatadas. Esta diferencia en los rangos de
afinidades para los receptores CCK-A se ha explicado cama el rasultado de la
presidn evalutiva necesaria para diferenciar, a nivel periférico, ambos péptidos
(Stingh v Thompson, 1987; Woodruf v Hughes, 1991},

1.5.4 - Antagonistas de [a CCK

Durante ios udltimos afros se ha trabajado activamente en ia
caracterizacién de antagonistas de la CCK que rednan tres importantes
caracterfsticas; alta especificidad, alta potencia y alta selectividad por los
diferentes tipos de receptores. Los antagonistas descritos hasta el momento
s& pueden agrupar en 5§ cateqorias (Freidinger, 1989; Woodruf v Hughes,
1991);

1- Derivados de nucledtidos ciclicns

2- Derivados de amincdcidos

3- Anélogos del extremo C-terminal de la CCK
4- Derivadas de benzadiacepinas

B- Otros antagonistas
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1- Antagonistas dervados da nucledtidos ciciicos

Fueron los primeros antagonistas especificos de la CCK descritos.
FProducen unainhibicidn selectiva de tipo competitivo de [0s receptores de
CCK {Woodruf y Hughes, 1981}, con especial afinidad por los CCK-
B/gastrina (Jensen y Gardner, 1891}, aunque son antagonistas
notabiemente débiles (Miller, 1931). El mis conocido v efectiva es el
dibutiril guanosina monofasfate ciclico,

Son productos efectives antagonizando los efectos de la CCK en 2l
ileon de cobaye i witro y |3 contraccion de la vesicula biliar {Woodruf y
Hughes, 1981), e inhibiendo los efectos en moasculo lso v células
glandulares gdstricas (Jensen y Gardner, 19921},

2- Antagonistas derrvados de ammoacidos

Son anmagonistas potentes, selectivos, caompetitivos y reversibles para
numerasas funciones periféricas de la CCK. Muestran especial afinidad por
los receptores CCK-A mientras que se unen pobremente a los CCK-B o a
los receptores de gastrina {Rowvati, 1991). Muestran rangas variables de
afinidad parag los diferentes sistemas bigldgicos testados, lo que ha
permitido diferenciar varios subtipos de receptores periféricos (Woodruf
v Hughes, 1991), Los mas impertantes son: proglumida, benzotript,
lorglumida (CR 1409} vy loxiglumida (CR 15054,

Antagonizan de forma altamente afectiva los efectos de ia CCK en:

- Pancreas {Beglinger v Adler, 1891; Woodruf v Hughes, 1991].

- Musculo liso gastrointestingl {Beglinger y Adler, 1981; Jensen y
Gardner, 1991; Karagus v Niederau, 1991; Katschinski, 1291; Woodrf
¥ Hughes, 1891).

- Transito gastrointestinal {Mever-Wyss er af., 1591,

- Saciedad v otros efectos centrales (Jensen y Gardner, 19%91; Woodruf
y Hughes, 18911}.

La proglumida es ademds un eficaz antagonista de los efectos
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estimulantes de la gastring sobre |la secrecidn icida gdstrica (Walsh v
Kowvacs, 1930),

3- Anatagonistas andlogos del extremo C-terminal de ta CCK

Son  antagonistas  ohtenidos por  diferentes  delecciones  y
modificaciones dg [05 residuos aminpacidicos de! extremo C-terminal de
la molécula de CCK. 3u uso ha ayudado a determinar la importancia
relativa de los diferentes residuos de la molécula en la unidn a los
receptores {(Woodruf vy Hughes, 19%1). Son bdsicaments CCK-A
antagonistas aungue algunos puedsn iInteraccionar ¢an receptores CCK-
Bfgastrina y ser antagonistas eficaces de los efectos de la gastrina
{Jensen v Gardner, 18991; Martinez of 3/, 1981a).

Dentro de este grupe se incluyen fos NH,-terminal butiloxicarbonit
(BOC)-derivados, de los cuales son destacables dos caracteristicas:

- Por diferencias de afinidad distinguen dos subtipos de receptores a
rivel pancreatico {(Martinez ef 2., 1991a).

- Son los dnicos antaganistas que han demostrado ser activos en las
aves, antagonizando de forma efectiva la estimulacidn por CCK de la
secrecion pancredtica en ¢l pavo (Campbell er af., 13951},

Son antagonistas eficaces de los efectos de la CCK v |a gastrina
enmdsculo gastrico, vesicula biliar e fleon {Martinez et a., 1821).
4- Antagonistas derivados de las benzodiacepinas
Son los antanonistas de @ CCK mds selectivos y potentas gue se
conacen [Woodruf v Hughes, 1991) v 1os mis empleados actualmente.

Los mas usados son los derivados de la asperlicina {praducto aislade del
honga Aspergifius alfiacews): L364,718 y L365,260.
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A - L34, 718 [0 MK-329 o devazepide)

Es un derivado de las benzodiacepinas con propicdades
antagenistas de la CCK, con alta potencia y selectividad por los
receptores CCK-A (con una afinidad similar a la de 1a CCK-8}, aungue
puedemanifestar cigrtos efectos antagonistas sobre receptores CCK-B
[aproximadamente unas 1000 veces menor a la manifestada frente a
los CCK-A) [Freidinger, 1989; Berlin v Fraidinger, 1291; Woodruf y
Hughes, 1891},

Es altamente eficaz antagenizando los efactos de la CCK sobve:

- Secrecidn pancredtica exocrina /i vivo e in vitre (Huang er al,
1989hb; Rayford, 1990: Berlin v Freidinger, 12391; Cantor, 1991;
Woadruf v Hughes, 1991}, Unicamente en el pavao ne ha pedido ser
antagonizada esta accitn (Campbell et af. 1997).

- Crecimientd del pancreas exocring {Berlin y Fraidinger, 1991;
Woodruf ¥ Hughes, 1391]).

- Contraccidn de la vesicuia biliar (Berlin ¥ Freidinger, 1591; Cantar,
1891; Liddie, 1991; Woodruf vy Hughes, 1991}

- Motilicad gastrointestinal: s un antagonista eficaz da tos aefectos
motores de la CCK gn estdmage, intesting delgado y coion {Karaus
y Miaderau, 1991; Woodruf ¥ Hughes, 1981). En el estdmano
reviertg hast{a vaiores basales el retraso en el vaciamiento gastrico
preducide par fa CCK {Berlin vy Freidinger:, 1997; Lidd!e, 1331}, En
el perro reduce de forma significativa la motilidad intestinal en
estado postprandial pero sin llegar a restaurar el patrén
caracteristico del estade de ayuno {Berlin y Freidinger, 1991},

- Ingesta {Woodruf v Hughes, 1821).
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B - L365.260

Ez un CCK-B/gastrina antagonista altamente especifico, el mas
empleado de los CCK-B antagonistas v uno de los mas potentes de [os
conocidos actualmente [Freidinger, 1989; Huang et alf, 1989b;
Jensen vy Gardner, 1991).

5- Otros antagonistas de la CCK

Otros dos grupas de moléculas se han descrith coma antagonistas de
la CCK, ¢on una especificidad variable.

A - Peptoides

Son antagonistas na peptidicas de 1a CCK. Las mmas canocidos s0n
el CI-988 [conocido como PD 134308) v 3i PD i3B158. 3on los
antagonistas mas potentes de [os receptores CCK-B (Woodruf y Hughes,
1991).

B - Substancias modificadas por sustitucion con D-amincacidos

Son moléguias peptidicas, andiogas a [a substancia P{EF-4-11 que
griginaglmente son antagonistas de los receptores de substancia P oy
bombesina, pere que pueden actuar tambign como inhibidores de la
accion de la CCX sobre l0s receptores CCK-A, Ei principal imite para su
uso, sebre todo en estudios o vive, 25 su inespecificidad (Jensen y
Gardner. 1991%).

1.5.5 - Potencia relativa de los antagonistas de la CCK

En general, jos difgrentas antagonistas para la CCK han resultado ser
mas efectivos i wivo que jn witre. ESto se interpreta como gue de la
metabolizacidn de los antagonistas se obtienen metabolitos con mayor poder
antagonista que tos productos iniciales. 3in embargo, dos de los antagoristas
mds empleados, & L364,718 y el CR1408 (lorglumidal, résultan ser mas
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efectivos /o vitro gue in vivo (Niederau et ., 1931).

Las patencias como antagonistas dJde las diferentes substancias
dependan mds del sistema bioldgico testado que de los modelos
exparimentales, asi para o5 tres sistemas mas estudiados tenemas {(Woodruf
y Hughes, 1991):

- Vaciamiento gastrico:

L3E4. 7118 > agperlicina > praglomida

- Contraccidn de la vesicula biliar y secrecidn exocrina pancreatica:

L3&4, 718 >lorglurnida = asperlicing > dibutiril quanasing maonofosfato clzlica
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2 - EFECTOS BIOLOGICOS DE LA CCK

La CCK desempena numerosas funciones biolégicas, de las cuales las
més impaortantas son aquellas que tienen como objetivo el cantrol de diversos
aspectos de la funcidn gastreointestinal, La accién bioldgica gtobal de la CCK
seriz la regulacidén de Iz llegada de alimento a las areas proximales del
intesting delgado, ¥ por lo tanto de la composicidén del contenido luminal de
es5ta zona, a partir de la integracion de las funcionegs intestinales v del sistema
nerviose central {Dockray, 1288; 1885%h).

2.7 - SECRECION GASTROINTESTINAL

Numerosos estudios han valorado el papel de la CCK en el transporte
electrolitico a través del epitelia intestinal {Caoke, 1987, Kachur gt al., 1921),
A nivel duodenal a2 CCK produce un sumento tanta de las secraciones
anzimaticas (peptidasas intestinales) como de la secrecitn de bicarbonata en
la mucosa [Walsh, 1987; Chay y Chang, 1983; Flemstrdm y Garner, 1989).

A nivel gastrico los efectos secretores son mucho mas complejos. Al
igual gue a2 nivel intestinal, la CCK es también una potente estimuladora de la
secrecién de bicarbanato /7 wvive (tanto en mamiferos como en anfibios)
{Walsh, 1987; Flemstrém vy Garner, 1989). Experigncias in vitre han
demostrado que puede también tenar un efecto directo sobre las células
principales estimulando la secrecidn de pepsindgeno (Hersay, 1989; Maodlin
ef af., 19388].

El efecto de la CCK sobre 1a secrecidn dcida gdstrica es doble. fr viva,
la CCK actda como una potente estimuladora de la secrecion dcida bassl
{Walsh, 1387). En rata y cobaya ze ha demastrado gue esta estimbulacidn se
debe a un mecanismo central mediado por vigs vagales, gue implica ademés
la participacidn de mecanismos colinérgicas {Taché, 1987, La estimulacidn
maximal alcamzada con CCK i vive es de un 40% de la pradugida por la
gastrina, mientras que en experimentos M wilrg ampas hormonas resultan
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iguaimente potentes {Debas 1987). Cuando la secrecidn dcida se encuentra
estimulada (por la liberacidn endégena de gastrina debida a I dieta o por la
administracidn exdgena de este péptido) los efectos de la CCK (exdgenao
por liberacién endégenal son de tipo tnhibitorio; excepto en el gato v en dater-
munadas condiciones én la rata, especies en las cuales esta inhibicidn no esta
presente. Este efecte inhibitorio se debe a la accidn liberadora de
somatostating de la CCK (Konturek, 1989, Walsh, 1287, Seqin Walsh
{1883) el mecanizmao por el cual la CCK inhibe la secrecidn dcida estimulada
&5 doble: por la liberacion de somatostatina y por la estimulacidn de un refiejo
neural inhibitario, como se ha demostrado en el ratdn,

Los estudios realizados en el pollo muestran gue la CCK (administrada
tanto subcutdneamente como por vig fv.) 8s una potante estimuladora | en
una relacion dosts-dependientg}l de la secrecidn dcida pero estimula
pobremente la secrecidn de pepsina. (Burhal, 1974, Duke, 1988a)

2.2 - EFECTOS TROFICOS

La accidn trafica de la CCK sobre la mucasa intestinal no tiene signifi-
cado fisioldgico. En condiciones normales no produce ningdn cambio, sdlo en
animales privados de aimento produce una reversidn de la atrofia de la
mucosa laumento del peso y del contenide en proteinas y DNA] vy
recuperacidn de la capacidag de absorcidn. Sin embargo, é5te no 25 un efecto
directo de ls hormana sind que se debe a la presencia de secreciones biliares
y pancredticas en la luz intestinal (Fine er a/., 1983; Johnson, 1389}, En el
astémaqo, la CCK induce crecimiento de Iz mucosa (Chey vy Chang, 1989),

En el ratdn 52 ha observado hipertrofia del epitelio de 1a vesicula biliar
por la administracidn de CCK a dosis que hacen pensar que éste pueda serun
efecto fisioldgica de 1a harmona [Johnson, 1387; 1989).

Los efactos trificos mas clfaros son los que se describen a nivel
pancrestico. fn wive, la administracidon exdgena de CCK produce un
crecimiento del pdncreas exocrino laumenio del pesoc del drgano, de su

-39 -



contenido enzimético v de ANA y DNA) {Jonhson, 1887; 1989; Haarstad v
Petersen, 1989; Rehfeld, 1989; Soloman, 1920). Un efecto trafico similar ha
side descrito en gl pollo {Solomon et &, 1986}, Este efecto se reproduce
cuando se realizan infusiones duodenales de amincacidos v de soluciones
acidas, asi como cuands se administran digtas ricas en proteinas o con inhibi-
dores de la tripsina; condiciones en las cuales se ha demostrado que hay
aumenias significativos en los niveles séricos de CCK. Esto podria indicar un
napel fisioldgice de la CCK en la regulacién del crecimiento pancredtico
{Jonhson, 1988}, Los efectos tréficos pancredticss pueden potenciarse en
algunas especies por la administracién simulidnea de CCK y de secretina
{Solomon v Weod, 13881, La administracidn repetida de altas dosis de CCK
puede legar a producir pancreatitis ¥ cambios en la morfologia celular {Walsh,
1987; San Boman ef af., 1990). /n vitro, la CCK tiene efectos trdficos
directos sobre células acinares pancredticas {Logsdon, 13839).

2.3- SECRECION HEPATICA Y BILIAR

La CCK aurmenta la secrecidn hepdtica por estimulacion de la
produccidndea bicarbonato {Chey y Chang, 1983; Hehfeld, 1988}, Los efectos
nue la CCK tiene sobre la vesicula biliar {sontraccidn de la musculatura lisa)
y sobre el conducto hiliar y el esfinter de Oddi {produciendo ciclos alternativos
de contraccidn y relajacidn por accidn sobre la musculatura lisal son los
responsables del aumenta de la secrecidn biliar a nivel intestinal,

2.4- SECRECION PANCREATICA

La accidn de la CCK estimulando Iz secraecitn pancredtica exocring &%,
sin duda, unz de las mas astudiadas vy tal vez la mas constante a o largo de
la escals filogenética [Dockray 19890) . La CCK es la principal reguladora de
a fage intesting! de la sgcrecidn pancredtica inducida por el alimento
{Salomon, 1987). El aumento del flujo pancreético inducido por la CCK se
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debe a la suma de varios factores; aumento de |a sintesis v secrecidn de enzi-
mas (tripsingégend vy quimiatripsindgeno, amilasa, fosfatasa  alcalina,
disacaridasas y enteroquinasa) y al aumento de la secrecidn de bicarbonato
v de agua (Padiield v Case, 1987; Walsh 1887; Cuber gt /., 1989b; Renhfeld,
1983). En algunas especiss se ha observada que los aumentos en gl flujo
pancreatico no se acompafan de incrementos en la secrecidn de bicarbonata
{rata, ratén, cerdo y algunos primates), mientras que pueds aumentar la
secrecion de 1on cloruro {rata y ratdn) {Case y Argent, 1989).

En las aves (pollo v pavo), al igual que en los mamiferos, la CCK
aumenta el flujo pancredtico y la secrecidn protéica enzimatica de forma
dosis-dependiente iDoeckray, 1973 v 1875; Yang er af, 1282a). Sin embargo,
en el pollo, no se observan ins efectos de potenciacidn observados en Ios
mamffergs por la administracién canjunta de CCK y secretina. Esto parece
indicar gque el sinergismo de los secretagages pancrédticos es menos
importante en [as aves que en los mamiferos (Dimaline v Dockray, 1979},

2.5- APETITO ¥ SACIEDAD

Enlos mamlferos, la COK parece seruno de los principales reguladores
enddgenos de la ingesta, estando implicada en la generacidn de sensacion de
saciedad [Morley, 1982 ;Schick et al., 1988; Shillabeer y Davison, 1986),
Este efecto parece ser de tipo central (regidn hipotaldmical estando mediado
periféricamente por estfmulos vagales de tipe colinérgico [(Walsh, 1287,
Rehfeld, 1989; Garlicki et #/., 1930, Reidelberger ef af., 1980; Shiraishi,
1990). La CCK actuaria como un factor de saciedad a carto plazo, liberado en
el ENC en respuesta 3 determinadas sefales perifericas generadas como
resultade de la ingestidn de alimento (Baile er al., 1986). Para algunos autares
los efectos sacianteés de la CCK se producen por o mecanismo indirecto,
debidg a los cambios que €5ta praduce a nivel gastrointestinal (Boile er af.,
19848). Mientras que en algunas especies este efecto parece ser basicamente
de tipo periférico {rata, ratdn, conejo y primates} en otras sdlo puede
ocbservarse tras la administracidn central del péntide {ovefa, cerdo y pollo)
(Maorley er af., 1985%). Sin embargo, los trabajos realizados hasta el momento
no parmiten llegar a resultados conclusivos sobre el papel de la CCK en la
regulacidn de la ingesta, especialmente en rata y humanas {Walsh, 1987} vy
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algunos autores creen que |as respuestas observadas no son suficientes para
atribuir a la CCK ¢l papel de mediador fisioldgico de Ia saciedad (Gibbs af af.
1973; Collins er af., 1985; Smith et af., 1989,

2.6 - OTROS EFECTOS BIOLOGICOS

2.6.1 - Accidn sobre el fivjo sanguineo digestivo,

La administracién exdgena de CCK produce un aurmems del flujo
sanguinac intestinal, por un efecto vascdilatador iperro y gato}l, Estas
camoios vasculares pueden reproducirse por la admenistracitn de sustancias
gue actdan liberando CCK {como puede ser la L-fenilalanina) [Walsh, 1987;
Jodal y Lundgren, 1983: Rehfeld, 1989).

2.6.2 - Efectos sobre el sistema endocring.

La CCK actia sobre el sistema neurcendocrino estimulandola liberacion
de otras hormonas, bien por efecto directo o bien par efecta indirecte debido
al desencadenamiento de mecanismos de fgedback para mantener fa
homeostasis organica.

- Pancreas endocring - La CCK nerviosa estimuia fa secrecion de insuling vy
giucagdn {rata, humanos y cerdel {(Walsh 1937, Chey v Chang, 1289;
Hehfeld, 1989}, E51e efecto puede observarse tanto /i viva, coma in vitro.
La CCK podria actuar como un regulador fisioldgice de la liberacion
postprandial de insulina [Liddle er af., 1984&c¢), al igual gue la insuling
podria desencadenar un feedback requiador de la secrecidn postprandial
de CCK {Van Der Burg et a/., 1930).

- Somatostatina - En perro v cerdo la CCK es una potenie liberadora de
somatostatina, tanto /R vive como /n vitro (Cuber et &b, 1986; Walsh
1887, Konturek, 1983}, Sin embargo este efecto no se obsarva en otras
especies, como |a rata (Eissele et af., 1991). Los efectos liberadores de
somatostatina estdn relacionados con los efectos de la CCK sobre la
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secrecitn dcida gdstrica (ver el punto 2.1, pag. 30).

- FPolipéptido Pancreatico (FP} - La CCK produce tambign aurmento de la
secrecidn de PP (humanos vy cerdod (lnoue, 1983; Cuber, 1986: Walsh
1987, Chey y Chang, 19889},

Hormonas segregadas por €l 1dbulo anterior de la hipéfisis - La CCK actda
modificando la liberacidn de diferentes hormaonaz producidas por la
hipafisis. La CCK extgena reduce |a liberacidn de TRF y LH y aumenta la
de ACTH, prolactina v hormona del crecimiento (Marley, 1982},

2.6.3 - Acciones centrales.

Desde el descubrimiente dg 1a presencia de CCK en el sistema nervioso
central {Dockray, 1978} se han descrito numerosas acciones mediadas por la
CCK a este nivel (Morley, 1382):

- Modulacién del apetito y de los mecanismos de saciedad [(ver el punto
2.5, pag 33).

- Hipotermia, dosis-dependients.

- Analgesia - participa en los mecanismos de analgesia induciendo la
liberacidn de opioides enddganas.

- Hiperglucemia.

- Participacidn an procesos depresivoes y sindromes de panico.
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3-  MOTILIDAD GASTROINTESTINAL: PAPEL DE LA CCK
EN SU CONTROL

3.1 - MOTILIDAD DEL ESCFAGO

Cuando na hay trénsito de alimento el cuerpo del esdfago no presenta
mingadn tipe de rotilidad vy la musculatura estd flacida, mientras que los
esfinieres, tantoc el superior como el inferior, presentan un tong de
contraccidn mas o menos canstante. Tras |a deglucidn aparece una secuencia
de contracciones y relajasionas que se canoce como "peristalsis primana”,
- cuya consecuencia final es |z propulsidn del alimento desde el esfinter
esafagico superior hasta el estdmago . La distension local det cuerpo
es'ﬂfégico puede provocar tamiign contracciones propulsivas conocidas coma
"peristalsis secundaria” (Christensen, 1987},

La CCK participa en la modulacion del tono del esfinter espfaqgico
inferiar, debido a Iz interaccidon con receptares de gastrina de esta area. En
gate y humanos produce relajacion de dicho esfinter [efecto nervipsn)
mientras que en la zariglelta produce contraccidn, por efectoe directo sabre las
céfulas musculares (Goyal v Patersan, 1989; Papasova, 1389).

3.2 - MOTILIDAD GASTRICA

Las acciones de |a CCK scbre (a motilidad del estdmago son complejas
v tienen comao finalidad principal la regulacién del vactarmiento gastrico. Los
efectos de la administracidn exdgena o Jde la liberacidn enddgena de CCK son
diferentes segun las dreas géastricas consideradas. Basicamente hay que
diferenciar las acciones sgbre fundus y cuerpa gadstrice de aquellas producidas
en antro y esfinter pildrico.
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3.2.1 - Fundus y cuerpo géstrico

El fundus no presenta ni andas lentas ni motiidad en forma de espigas
de actividad superpuesias a la actividad lenta. El cuerpo géstrico presenta en
su zana proximal lag mismas caracterfsticag que el fundus mientras que en la
zona media actda como marcapasos, presentindose ya ondas lentas de
propagacian caudal, aunque no espigas de actividad. El mlscuio liso de estas
Adreas Unicamente presenta cambios de tono, adaptativos a los cambios en el
velumen intragdstrico (Meyer, 1987).

La administracién exdgena de CCK fiene an fundus y cuerpo gdstrico
un efecto inhibitono, produciendo descenses en el tong del mdsculo liso
{Bertaccind eral., 1973; Minami y McCallurn, 1984) . Estas efectos relajantes
s manifigstan coma descensos, dosis dependientes, de g presion
intragdstrica (Mever, 18987, Raybouid ef af., 1987, Raybouid, 1991]. Este
efecto inhibitono parece ser de origen narvioso vy dependar tanto del vago
como de la inervacidn espldcnica, asl cuando la inervacion exdgena se
bloguea la CCK produce aumentos leves de |a presion intragastrica gue
revetan un posible efecto directo del péptido sobre [as células musculares v
que &n condiciones fisioldgicas queda enmascarado por los efectos inhibitorios
{Raybould ef &%, 1987; Raybould ¥ Tache, 1988}, Estos efectos puaden sar
revertidos mediante el uso de antagonistas especificos de la CCK (L3864,718)
{Rayboutid, 123911,

Efectos similares s& abservan también por la administracion de gastrina
o de andlogos de la CCK, como |la ceruleina {Valenzuela ¥ Grassman, 1975;
Raybould ef af., 1987).

3.2.2 - Antro pilérico

La motilidad antral s diferente en ayunas gue en periodo pastprandial,
al menos en aquellas especies en las cuales la motilidad intestinal presenta
patrones diferentes en esios dos estados. En periodo pastprandial el antro
presenta una actividad contractiiintensa de cardcter propulsivo, origindndose
en la zona més distal del cuerpo gdstrico ¥ propagdndose cavdalmente hasta
el esfinter pilérico. Esta motilidad favorece Ja transformacidn del componente
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sdlido del alimento en particutas de pegueno tamafo que facilments son
evacuadas a traves del pilaro. Estas intensas contraceiones antrales coinciden
can cantragciones del estinter pildrico lo que favorece la mezcla de| contenido
gastrico preduciendo reflujos v su trituracidn, ala vez que limita el tamafio de
las particulas que pasan al ducdeno (Ruckebusch ef af., 1981; Meyer, 1987).
En las fases de ayung, la motilidad aniral se caracteriza por la presentacidn
de fases de intensa actividad y corta duracidn sequidas de fase de quiescencia
de larga duracién (90-120 minutos). Estas fases de actividad san el arigen de
las fases Il de los complejos mioeléctricos migraterios intestinales propias de
las fases de ayunas [Meyer, 1887},

La CCK participa de forma fisiclagica en fa requlacidn de la motilidad
antral {Morgan et af., 1978). fn viva, |la CCK tiene una actividad estimulante
de cargcter dosis-dependients en 2l antro pilancg, aumentandg la frecuencia
de las contracciones antrales {Castresana sf &, 1978, Desvigne ef af., 1980;
Kuwahara, 1986; Mevar, 1987). El efacta estimulante puede ir asociado a
una reducciéon de la amplitud de las contracciones, debido prohablemente a
un reflejo inhibitoric de origen duodenal [que presenta también respuestas
estimulatorias por accién de la CCK) que se transmite a traves de vias
neurales transpildricas (Scheurer et af., 1983a v bl. La principal manifestacidn
de estos efectos es el retrasp del vaciamiento gdstrico. La CCK actda
disruptiendo el patrén de metilidad en ayunas generando un patrén de
actividad sirilar al del estado postprandial {Malagelada y Azpiroz, 1939),

in vitrp, la CCK produce contraccicn de las celulas musculares antrales
aisladas, en un rango efectiva de 10° a2 10" M, hay ademds un aumento de
la duracidn y amplitud de! "plateau” de las ondas lentas {Meyer, 1987} y de
la frecuencia y amplitud de las contracciones {Morgan et &/, 1978),

El mecanismo de accidn de 1a CCK a nivel del antro pildrico ha sidg muy
discutido. Seqln Scheurer er 2/, {1983b) la aceitn de la CCK en la regitn
antral es indirecta, a través del sistema nervioso intrinseco y 8std mediada por
vias neurales no colinérgicas, aungue puede haber cierta accion debida a un
afecto directo de la CCK en el miisculo. Por el contrario, Kuwahara et af.
(1986} y Rakovska er al. [1986) sostienen que la accidn excitataria de la CCK
se realiza a través de |a ingrvacion cofinérgica. Finalmente, otros autores,
como Morgan ef af. [1978), afirman que |a accitn de la CCK en el antro es
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directa, a través de receptores logalizadas en la fibra muscuiar, sin ninguna
implicacion de! sistema colinérgico.

3.2.3 - Esffnter pildrico

La motilidad del esfinter pilérico es dificil de estudiar y por ello, poco
conacida it vwye, El tono dei pilore s uno de los factores detarminantes del
flujo de contenido gastrico hacia el ducdeno.

in vive, la administracion de CCK produce un aumento del tono dal
esfinter pilérico tanto en |a especie humana come &n la zanguella, pero no en
el perre. La CCK induce fuertes contracciones, tanto de tipo ténica comeo
fdsico, y de cardcter dosis-dependiente, en el piloro de perro (Castresana ef
al.. 1978; Allescher ef @/, 1989). Segin Papasova {(1988) este efacto parece
ser de tipa neural, mediado por vias no adrenérgicas y no colinérgicas, Por el
contrario, segun han establecido Allescher et af. (12389) en el perro, la accidn
de la CCK en el piloro seria mixta, mediada por un receptor no neural {efecto
directo sobre el muisculo) ¥ par receptores postganglionares induciendo la
liberacidn de acetilcolina {mecanismo atroping dependiente y hexametonio
independiante). Lopez er af. {1997} describen descensas en la frecuencia de
contraccidn pilérica en respuesta a la administracién exdgena de CCK,
implicandn en asta accidn mecanismos tanto centrales como periféricos,

in vitro, la CCK tiene un efecto dosis dependiente, aumentande el tone
basal yla frecuencia de las contracciones fasicas, aunque reduce su amplitud
{Scheurer er s, 1983%h; Papasova, 1983}, Este efecto estimufante de [a
actividad fasica parece deberse, al menags en parte, a un accion directa de |a
CCK sobre las células muscuiares. Sin embarge, Ins cambios que se observan
en el tono hasal estarfan mediados por el sistema adrenérgico {Scheurer er a/f.,
1983h).

La administracidn de moléculas anélogas de la CCK, como 1a ceruleina,

produce, en e] pitoro, efectos muy similares a los de esta hormaona, induciendo
también respuestas de tipo contractl (Bertaccini et af., 1973).
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3.2.4 - Vaciamiento géastrico

El vaciamiento del contenide gastrico hacia el intestino s un proceso
modulade par mecanismes lacalizados a dos niveles: 1) mecanismos gdstricos
{bdsicamente de tipo estimulatorio) y 2} mecanismos  intestinales
ipredominantements imhubitoriaos) (Malagelada v Agzpiroz, 1289). Estos
mecanismos hacen que la tasa de vaciamiento gastrico hacia la luz intestinal
dependa de un balance gntre:

- Propulsién  gastrica [(que depentde en gran parte del volumen
intragastrico).

"Feedbacks" negativos desencadenados 2 nivel intestinal por la llegada
de nutrientes.

lLas caracteristicas fisico-quimicas del contenido gastrico son las
determinantes del grado en que estas mecanismos estimuladores e inhibitorios
sa ponen en marcha para determinar el grado de vaciamiento [Malagelada y
Azpiroz, 1989). Las caracteristicas més importantes de la camigda modificando
2ste proceso son:

v}
[]

Densidad energética: al aumentar ésta se reduce el flujo del estomago
al intestino.

b- Concentracidn osmdtica y viscosidad de los liquidos.

¢-  pH: 'as dcidos retrasan el vaciamiento gastrico.

d- Volumen de la comida.

g-  Tamano, densidad y viscosidad de las particulas sdlidas.

f- Praductos derivados de la digestidn: les productos de la digestién de
lipidos, proteinas & hidratos de carbong inhiben el vaciamiento gastrico
cuando se perfunden por via intraduodenal. Para los lipidos este efecto

inhibitorio se mantiene incluso cuando la perfusicn se realiza a nivel dal
ileon.
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Tras la ingestidn de una comida normal, el balance entre todos estos
factores &3 el determinante de la cinética del vaciamiento gastrico.

El proceso de vaciamiento gasirico ha sido especialmente estudiado
para los liquidos y s& sabe que depende de |a diferencia en &l gradiente de
presidn intragéstrica y de presiénintradusdenal asl como de [a resistencia que
el pilgro presenta sl flujo transpifdrico. En 1a rata, un volumen de 3 ml de
solucidn salina fisinldqgica presenta un vaciamientd rapido an los primeros 2
minutes ¥ una reduccidn posterier, hasta que a los 10 min. la tasa de
vaciamiento es del 100% {Forster et &/, 1931). Comidas ricas en proteinas
a en lipidos despiazan e5ta curva estandar, reflejando retrasos en diferente
grado en el vaciamiento gastrico.

El control de la motiidad gdstrica, y por 1o tanto de su vaciamiento,
implica la participacidn de mecanismos tanto nervigsos como hurmorales &
diferentes niveles: control del sistema nervioso ceniral, control a nivel del
musculn lise [debido a las caracteristicas electrofisioldgicas de ciertas células
que piesentan despolarizacienes ritmicas, dando lugar a fa aparicidn de un
marcapasos), contral a nivel del sistema nervioso INtrinseco y extrinseco y
cantrol de tipo harmonal.

Sequn Forsterer /. 11990 v 1931) tres mecanismos diferentes pusden
mediar la regulacidn del vaciamianto géstrico de los Mquidos:

T - Mecanismo nervieso mediado por la liberacidgn de pelipéptide intesinal
vasoactivo {VIP}.

Este as el mecanismo pot el cual las soluciones ricas en proteinas
actian retrasando el vaciamiento gdstrico. Es un proceso mediado por la
liberacion de CCK. Este hormona actia sobre receptores especificos
localizados en terminaciones vagales situadas en la pared gdstrica,
desencadenando un reflejo vago-vagal inhibitorio cuy0 ngurotransmisor
final es el VIR, El VIP liberado actia produciendo descense en el (ong de
la fibra rmuscular lisa. Los datps sugieren que otras sustancias
relagionadas con el VIP pueden estar también implicadas en estas
respuestas (péptidos  histidina  isclevcinafvalina,  transmigsores
purinérgicos).
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2 - Supresicn del tono colinérgico de las fibras aferentes excitatorias vagales.

Es el mecanismo por el cual las soluciones hiperosmolares actdan
retrasando el vaciamiente gastrico.

3 - Accidn directa sobre sl piloro.,

Es &l mecanismo por 2 cual les dcidos retrasan €l vaciamiento. Los
acidos estimularfan ia liberacidn de CCK a nivel duadenal ¥ ésta actuaria
directarmmente sabre receptores localizados en el mascula pilérico.
Apovando esta hipdtesis algunos autores han descrito la presencia de
abundantes receptores para CCK en [as fibras musculares de! piloro.

Numerosos autores han descrito el papel de la CCK como regulador
fizioldgico del vaciamienio gastrico, produciendo un retraso del mismeo, tanto
por administracidn exogena como par estimulacidn de su liberacidn enddgens
(Dehas et &/ 1975, Yamagishi y Debas, 1978, Mongel vy Koegel, 1884; Liddle
et al., 1986h; Keinke er af., 1987; Green et &f., 1988}, Aungue, segun atros,
la CCK liberada enddgenamente no es suftciente para ejercer un control
fisioldgico de este proceso [(Smith et af., 1988},

El papel de la CCK en la regulacidn del vaciamiento gastrico se debe a
su accidn tanto en el drea proximal del estdmago [fundus y Cuerpo) coma en
la regidn antropildrica [Yamagishi y Debas, 1978). Como va hemoes visto las
acciones a estos dos niveles son radicalmente diferentes. La CCK induce
estimulacidn de Ia motilidad de |1a zona antropildrica mientras que en &l cuerpo
vy fundus géstrico sus efestos son basicamente de tipo inhibitorio
nroduciéndose relajaciones de la fibra muscular lisa y descenso de |a presian
intragdstrica. Los camivios en la presidn intragastrica parecen determinar
gspecialmente las varlaciones en el vaciamiento del estdmago. Segun Dockray
{1989b y 1991) la accidn de la CCK a este nivel puede explicarse par un
reflejo de tips vago-vagai {Fig. 1.2}, La CCK puede actuar sobre las fibras
aferentes vagales de dos formas: directamente sobre raceptares especificos
de CCK ¢ indirectamente a través de la estimuiacidn motora del antro y pitoro,
o que incrementarnia la descarga de los mecangrreceptores de 1a zona, Estas
dos hipdtesis no son mutuamente excluyentes pero en la actualidad hay
buenas evidencizs {tanto de tipo electrofisioldgico coma por técnicas de

_ 43 -



EFECOG
CENTRALES

Fueceptores dn
COK

CCK

Distensidn —-

Hﬂlﬂjaciﬁn.t-"

FIG 1.2 - Representaci 6o esquemiitica de las accienes de la CCK en las vias aferentes
vigales. Lo eslimulacien de recvplores de CCK en fibms aferentes vapales puede
micdiar acciones coentrales de la CCK v ocwar inhilwendn la motilidad del esiomago
v por lo tante el vaciamiente gostnico. Esta Gltima accidn puede deberse a la
tnhibicidan refleja (=} de vias lonicas excitalorias ¢ & upa cstimulacion reflcja (+) de

viag inbnbitomas, mediadas poe VP

Ach, acgtilcolna; VWIP, polipéptide intestnal vasoacivn, (Modificado de Dockray,
1991

autarradiografia) gque apoyan una accidn directa de la CCK sobre el vago,
cancretamente sobre mecanarreceptares gastricos de arigen vagal, Esta
acoion produce la estimglacidn de wias eferentes wvagales inhibitorias. El
neurctransmiscr final involucradg en este proceso seria el VIP. Hecientes
experiencizs usando anticuerpos  ant-YIP, para inhibir sus  acciones
endggenas, apoyan la participacion de este neurotransmisor en la requlacidn
del vaciamiento gastrica (Forster ef &/, 1981).
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Esta hipdtesis de participacidn del VIP como mediador final en las
respuestas inhibitorias a nivel gasirico ha sido cuestionada recienternente al
descubrirse el papel dal dxido nitrico {NO} como neurctransmisor putativo
endageno inhibitono no adrenérgico ¥ no colindrgico (NANC) . Se ha visto que
el NO participa en |las respuastas de relajacitn adaptativa del estémagoe vy que
la inhibicién de su produccidn enddgena bleguea las acciones relajantes de
otros nedrgtransmmusores NANC, entre ellos el VIP {Desal et g, 1991;
Lefebvre et af., 19921, Diferentes autores han demostrado la presencia de NO
some catransmisor inhibitorio NANC en el estdmago de |a rata, junto al VIP
(Boeckxstaens ef af, 1991}, en el gato (Barbier y Lefebvre, 1992) v an gl
cobayas (Kroese ef &/, 1992). La presencia de NQO como neurgtransmisor
NAMC ha sido demostrada en ¢tras dreas del tracto gastrointestinal tanto par
técnicas morfoldgicas (Ekblad et af., 1992; Furness ef af, 1992; Ward of af.,
1992a) como en estudios de funcionalidad. Asi el NO participa en los
mecanismos de control de la motilidad esofdgica, pildrica (Allescher et af.,
1992], delintestino delgado {Toda ef 3L, 1990; Maczka er af., 1992] y cdlica
(Mata ef af, 1390; Ward et &, 19920}, estande implicads siempre an
respuestas de tipo inhibitorio o de relajacién de la musculatura lisa.

3.3- MOTILIDAD DEL INTESTING DELGADO

La CCK parece participar de forma fisialdgica en la regulacidin de la
motilidad del intestino delgado. Sus acciones han side ampliaments
estudiadas en log mamiferos y en menor grado en [as aves.

3.3.1 - Matilidad postprandial

En fase postprandial, [a motilidad intestinal ciclica en forma de
complejos migeléctricos migratorios {(MMCS) es reemplazada por un patrén de
muatilidad que se caracteriza por 1a presencia de una actividad eléctrica
ireguiar de baja amplitud, més 0 menos continda, que revela la presencia de
sontracciones musculares desorganizaddas; a 1o largo de todo el intestino. Es
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una motilidad de bafa prepagacidn, similar a la que se presenta durante la fase
Il del MMC {Weisbrodt, 18871, Recientemente, Erhlein et af {1892), han
estuthado esta motilidad ¥ han puésto de manifiesto su gran similitud con la
fase |l del MMLC,

Se han realizado pocos estudios sobre el efecte de la CCK en la
motiidad postprandial, pero parece gue ésta participa de alguna forma en su
regulacion (Miederau ¥ Karaus, 1981), El papel de la CCK enddgena durante
esle peripdo no se conoce tolalmente. La adminisiracion de antagonistas
especificos de la CCK en fase postprandial reduce de forma significativa la
motilidad del intesting, lo gue sugiere que esta hormona podria participar en
los aumentos globales de  actividad eléctrica Ggue se  ghservan
postprandialmente (Thor e &, 1988). Sin embargo, otros autcres encuentran
disminuciones de 'a actividad duoadenal, en fase postprandial, debidas a la
administragidn exdgena de CCK, con disminucion del ndmero de
contracciones propulsivas y aumentc del ndmerg de contracciones
estacionarias (Keinke et al, 1987).

3.3.2 - Complejos mioeléctricos migratonios {MMC)

En ayunas la motilidad del intestino delgado se caracieriza por ser de
tipo cfclico, en forma de complejos migeléctricos migratorios (MMC)
{Szursewski, 1989). Esta motilidad ha side descrita en las especies de
mamifernos gque ingieren comidas abundantes vy poco frecuentes (perro,
humanos, rata,...} durante los pericdos interdigestivos y también en las
gSQPECIEs CUy0 patrén de ingesta es mas continuadao de forma permanente en
perigdos de ayunas vy postprandiales. NMumergsos autores han revisado las
garacteristicas de los MMCs (Weisbradt, 1981, 1987). Los MMCs constan de
treg fases que se diferencian segun la actividad eléctrica relativa presente en
cada una ds ellas:

-Fasa | - Fase de inactividad, se presentan andas lentas sin descargas de
actividad superpuestas.

-Fase |l - Fase de actividad eléctrica irregular, algunas ondas lentas tienen
espigas de actividad suparpuestas (apreximadamente un 30% de
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las ondas lentas se acompafan de contracgidnd,

-Fase Il rase de actividad eléctrica continua y de gran intensidad {todas
las ondas lentas se acomparan de espigas de actividad
superpuestas).

Algqunos sutores describen ademds una cuarta fase en el MMC {fase
V], como el pericdo de transicidn entre la fase [l de intensa actividad y la
fase | de quiescencia. Los MMCs se onginan a nivel del antro pilérice, regidn
en la cual onicamenta sa distinguen claramente |a fase | y |a fase lll, que se
manifiesta como un frente de intensa actividad que se propaga caudalmente
a lo largo de todo el intesting delgado.

Unicamente en la sspecie felina no se ha demesirado este patrdn,
mastrande tanto en pericdo pastprandial como en las fases interdigestivas
una actividad desorganizada e irregular.

EL papel de |la CCK en el control de la motlrdad mtestinal ha sido
ampliamente estudiado duranie los perfodos interdigestivos. La CCK endégena
no parece guardar ninguna relacidn con 1a actividad ciclica intestinal, al menos
en 1as especies que sdlo presentan MMCs en periodo de ayunas. Asi los
niveles enddgenos de CCK no warian a lo largo del ciclo del MMC y los
antaqonistas especificos no alteran de manera significativa el patrén ciclico
de motilidad {Thor et al., 1888). En estas especies el MMC ha sido descrito
come un fendmeng "todo ¢ nada”, con una dosis umbral de CCK a partir de
ta cual el patrdn ciclico desaparece totalmente son que 52 presenia una
gradacidn intermedia (Wingate ef af, 1978a v b}. Aungue las dosis de CCK
necesarias para producir este efectn disruptivo estan dentro del rango
fisioldgico (62 - 125 pmot/kg b} (Schang y Kelly, 1981} esta hormana parece
jugar un papel poco importante en la disrupcidn postprandial de los MMCs,
aunque si que puede participar de forma fisioldgica en el auments de la
actividad motora intestinal gue se observa después de la ingestidn de
alimento, comg han demostrade en = perra Thor er &, (1888). La
administracién 7.v. de CCK-8 {107 maoles/Kg/h, en perro) produce disrupcidn
del patrdn de motilidad intestinal postprandial; desaparece la organizacidn en
MMCz producisndose un aumento global de la actividad motora intestinad
(aproximadaments un 20% de las ondas lentas intestinales presentan
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contraccién, en todas las dreas del intestinol. El uso de antagonistas
gspecificos de la CCK {L-364,718 vy CR-1409) reduce !a actividad intestinal
inducida por la CCK pero no restaura el patrdn de actividad tipo MMCs,
aungue tras & tratamiento con antagonistas pueden aparecer motilidades tipo
fase Ill migranda desde el duodena hasta el ileon {Thor et a4, 1988). Algunos
autores no describen el efecto de la CCK sobre el MMC como disrruptive ¥
vnicamente describen efectos moduladares en el mismo. Niederau y Karaus
(1991} describen &l efecto de la CCK sobre el MMC como modificador de la
fase Il {alarga su duracidn e incramenta su adtividad eléctrica), estos autores
consideran que las fases Il son las més propu!sivas del MMC vy que por lo
tanto la accidn de la CCK favareceria el transporte de las secreciones biliares
y pancredticas 2 lo largo de tedo el intestino.

Efectos similares se producen también par la administracién exdgeng
de gastrina, que en &} mismo rango de dosis que la CCK produce una
disrupcidn total del MMC, apareciendo en su lugar una motilidad de tipo
postprandial (Weisbrodt er al, 1974 Wingate er 4/, 1978b; Thor er af,
1988},

La estimulacidn motora intestinal dehida a la administracién exdgena
de CCK es5 de caracter dosis dependiente, alterando el patrdn de maotilidad
propio del estado de ayunas ¥ aumentande el porcentaje de ondas lentas con
contracciones superpuestas, generando un patrdn de maotilidad de tipo
postprandial iMukhopadhyay et al., 18977; Niederau y Karaus, 1991}, Mientras
fue para alguncs autores el papel fisioldgico de la CCK en la regulacién de la
maotilidad intestinal seria la estimulacién de la actividad motora en fases
postprandiales para otros estas accicnes serian de tipo farmacoldgico mas que
fizinldgico {Weisbrody, 1987}, Los efectos estimulantes han sido observados
sobre todo en las regiones proximales del intestino delgado (especialmente en
el yeyunol y menas en el ileon, que parece ser especialmente resistente a esta
hormana {(Thar er 2/, 1988; Wingate et a/., 19783 y bl.

A difgrencia de la mayoria de autores, algunos reportan la presencia de
respuestas de tipo inhibitorio frente a8 ta CCK. Giuliani et al. {1230], en
exXperiencias ex wive en rata, describen respuestas intestinales duales frente
a la administracidén de CCX: dosis bajas de CCK {en rangos considerados
fisicldgicos, ¥ que producen camiBios en la presidn intragdstrical presentan
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respuestas de tpo excitatorio, mientras que a dosis alias se producen
respuestas de relajacién. De forma similar, Keinke et &/ (1987} obtienen
respuestas duadenales inhibitorias en perros conscientes.

Algunos autores han caracterizado el patrdn de motilidad inducido por
la CCK como de tipo propulsivo (Gutiérrez, 1974; Taché er af, 19920,
migntras queé para otros 1o que se abservarian son incrementos en la actividad
tipo fase Il del MMC (Wingate ef af., 1978b}.

Efectos estimulantes, de caracter dosis-dependiente, han sido
ocbservados también por numerosos autores madiante el empleo de técnicas
in vifrg {Baba er &), 1990; Rakovska et 3/, 1985].

Los mecanismos por los cuales la CCK vy otros péptidos relacionados
actuan alterando la motilidad gastrointestinal se producen basicaments por
dos wvias:

1- A través de receptores especificas [ocalizados en las células
musculares, Estos receptores se pueden encontrar en todas las areas
intestinales y son muchg mas sensibles en 1as zonas distaies lilean} que
en las proximales. la estimulacidn de estos receptores produce
respuestas contractiles dosis-dependientes, que 30N antagonizables
mediante ¢l uso de antagonistas especlficas (Grider y Makhlouf, 1987,
Berry et a., 1991).

2 - A través de receptores neuronales. La CCK y péptidos relacionados
producen una hberacidn dosis-dependiente de acetilcolina a traves de
la estimwlacidn de receptores no nicotinicoes { y por o tanto no
biaqueables por el hexametonial {Sylvester ef af., 1973; Baha et 3/,
1990). Estos efectos nervigsos son totalmente abolidos previo
tratamiento con tetrodotoxina, fo que indica gue [es recepiores
especificos para CCK deben localizarse a nivel del soma neuronal
{Sylvester efgf., 1973}, Estgs recepiores se [9Calizan mayoritariamente
en la reqidn deal (Grider v Makhlouf, 1987}, Para otros autores el
efecto de la CCK alterande [a meotilidad intestinal parece estar mediado
por viag vagales [Taché ef af., 1880}
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3.3.3 - Otros patrones de motitidad

Dozizs elevadas de CCK-B producen en el perro cambios motores
relacionados con el vémito. La CCK genara, por un mecanismo de tipo "(odo
0 nada”, una contraccidn de gran amplitud que se propaga en sentido
antipenstaltico v a alta velocidad desde |as dreas mds distales del intesting
hasta e estomago. Este patron de motilidad es similar al que aparece
espontdneameante precediends al vomito ¥ QUe s& COoNaee Comoe "contraccidn
gigante retrograda ("retrograd giant contraction™ segOn la  literatura
anglosajona). A pesar de gue esta motilidad, cuando se presenta
espontaneamentg, es de origen c#ntral y mediada por wvias vagales, la accién
de la CCK es de tipo periférico ing abolida por vagotomla o esplecnatamial v
se produce a nivel del sistema nervigso entérice, estando mediado paor vias
colnérgicas (Lang v Sarna, 1989; Niederau y Karaus, 1997).

Se ha estudiado muy poco el papel de la CCK u otros péptidos de la
familia gastrina-CCK en la motilidad intestinal en las aves. En el pavo, la CCK-
B (0.5 a 15 wpqg/Kg, bolus iv) produce nhibicidn de la actividad
gastroduodenal, con poaco o nulo efecto sobre [a motibdad ilear v <ecal.
Durante estos perfodos pueden producirse acasionalmente retlujos en el
duodeno y en el ilean proximal {Savari af af., 19B81).

3.4- MOTILIDAD DEL COLON

Durante la mayor parte del tismpo, excepto durante (0% movimientos
en masa que preceden al reflejo de defecacion, el colan no muestra motilidad
o Bsta astd muy reducida.

in vivo, la CCK-8 (1 pg/kg h') es una potentg estimuladora de la
motilidad coldnica en el perrg, provocando contracciones de muy alia amplitud
¥ Ccon un patrdn continuo. Estos efectos son inhibibles mediante 8l uso de
antagonistas especificos de ia CCK. Estos cambias maotares parecen deberse
a la liberacidn central de CCK y estar mediados por receptores CCK-A
centrales {Gué v Buéno, 1991).
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3.5 MOTILIDAD DEL SISTEMA BILIAR

UIna de las funciones mas ampliamente descritas de la CCK es la da
inducir la contraceidn de la vesicula biliar. El efecto estimulante sobre la
vesfcula biliar es dohble: 1} directo sobre las células musculares y 2} indirecto
a través de vias nerviosas colingrgicas postganglionares (y por lo tanto
antagonizable por atropina). Esta accidn se acompana, én algunas especies,
de la relajacidn del esfinter de Oddi (humanos, perrg, gatn ¥ cerdd), mientras
dque en otras (conejo, cobayo y zariglella) se producen réspuestas contractiles
laumento de la fuerza v la frecuencia de las contracciones fdsicas) {Behar y
Biancani, 1989; Dodds ef 2, 1988)]. €l conjunto de estas accionegs es reducir
la resistencia al flujo biliar a través del esfinter de Qddi y aumentar la
secrecion de bilis a nive!l duodenal (Ryan, 13987).

-850 -



4 - ESTUDIO DE LA MOTILIDAD GASTROINTESTINAL:
ELECTROMIOGRAFIA

La maotilidad gastrointestinal ha sido estudiada mediante una gran

varietiad de técnicas tanto /7 vive como in vitre (Caorazziari, 1882; Banger v
Bennett, 1982),

La electromiograffa (EMGH ha sido una de !as técnicas empleadas con
mayor exito en Jos estudios de la motilidad gastroiniestinal in wive, Es una
técnica que ofrece una medida indirecta de |a meiilidad del tracto digestivo;
esld basada en la captacidn de la diferencia de potencial generade en &l
musculn hiza mediante el use de elactrodos, su amphificacidn v posterior
representacidn sobre papel o almacenamients. A cantinuacion se describen
Ios aspectos fundamentales de 1a técnica electromiografica.

4.1 - METODOS DE CAPTACION DE L& SENAL ELECTRICA

Un CAPTADOR es ef soporte que permite la captacidan y transmisidn
hasta &l sistemma de amplificacidn de |a diferencia de potencial gue 38 genera
en el muascuio 1iso, La 2ona del captador en cantacto directo con 2l mdsculo
es el ELECTRODO. £n EMG, 2 diferencia de las registros intracelulares en los
gue se frabaja con una Unica célula, hay que tener en cuenta gue realmente
s& esta registrando la media de los potenciales generados por el grupo de
cdlulas musculares gue se encuentran en la zona de accidn del captador
{Ruckebusch v Brady, 1582). Los electrodos empleados pueden ser de dos
tipos 1Bass, 1965a):

1- Bipolares - Se emplean dos electredos implantados en la musculatura,
registréndose 1a diferencia de patencia entré ambos.

2- Monopaoiares - En la musculatura hay implantado un unico electroda
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mientras que el segundo 38 coloca en una zana
sléctricamente neutra {zona isoeléctrical.

El captador g elegir para un estudio electromiografico depende del tipa
de trabajo que s¢ quiera realizar, la bibliografia consultada ofrece mualtiples
posibifidades.

4.1.1 - Captadores no invasivos

Sonlgs utilizados en clinica y experimentacién humana. Son captadores
de superficie , que se localizan en la piel (Brown et af, 1975; Myers et af.,
18984 o en la |luz del tracto gastrointestinal {Tsuchida y Kirnura, 1966;
Fioramonti af af., 1380).

Quimicamente 165 tipos mas usades son los de niguel/cromo [(BO/20)
{Ruckebusch, 1970 v 1873}, platino {(Atobe et af, 18380) o bien de
piatafciorure de plata (Eddine ef 24, 1385).

d4.1.2 - Captadares invasivos

Son los empleados en experimentacidn animal. Esta téocnica supone |a
implantacidn crdnica del caprador en la pared ogastrginiestinal mediante
ntervencidn quirargica.

Los electrodos mds empleados son los de niquelfcromao {Ni/Cr)
{(Ruckebusch, 1370), plata/eclorure de plaia o acere inoxidable (Bunkear et a/,,
1867). El digmetro de los alectrodos es variable seguin la especie animal en
que s& deseen implantar. Par debajo da 60 pm éstos son demasiado fragiles
y por encima de los 120 wm la reaccion fibrosa que generan gs demasiada
intansa y diffculta la correcta captacion de lz senal {Ruckebusch v Brady,
1982). Los electrodos de Ni/Cr (80/20 %) con un didmetro de 120 ym, segiin
ha demostradg Jiménez (1991}, son ideales para ser usadaos en la EMG de
aves y, por Lo tanto, son los que se han empleado en este trabajo.

Aungque las téenicas no invasivas ofrecen condiciones de trabajo mas
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“fisioldgicas” las 1écnicas invasivas permiten registrar sefiales mas claras y
simultaneas en puntos muy alejados del tracto gastreintestinal durante mucho
mas tiempo (24 h sobre 24} y ademds permite emplear animales en
semilibertad.

4.2 - AMPLIFICACION ¥ FILTRADD OE LA SENAL ELECTROMIOGRAFICA

La sefial eléctrica captada par los electrodos tiene las siguientes
caracteristicas: 1} bajo voltaja (100-1000 g4V}l 2) baja impedancia v 3) baja
frecuencis {0,5-30 Hz) (Ruckebusch y Brady, 1982}, Su amplificacidn mo
supone ningun problema ya que 0% sistemas existentes actualmeante permiten
amplificarla entre 1.000 y 10.000 veces, obteniéndose sefiales de salida del
orden de 1 V.

La sefial electromiogrdfica posee una amplia banda de frecuencias, con
significados bioldgices distintos. El denorninada COMPONENTE LENTO u
ONDAS LEMTAS tiene una baja frecuengia, mientras que {as SALVAS DE
POTEMCIAL, ssociadas a las contraccionegs musculares, tienen una alta
frecuencia. Esta heterogeneidad obliga a que |a senal electromioggréfica deba
ser filtrada de diferente forma segln la banda de frecuencias que se quiera
estudiar,

Las caracteristicas funcionales de un filtro vienen determinadas por dos
parédmetros: frecuencia de corte y calda. Los filtros empleados en EMG son
basicamente de tres tipos: 1} paso-altos, que actuan atenuvando el
componente de baja frecuencia, 2} pasa-bajos. que actdan atenuando los
componentas de afta frecuencia y 3} pasa-bandas, resultan de la combinacién
de un pasa-altoes y de un pasa-bajos y actuan amgriiguando una banda
seieccionada de frecuencias sin modificar el resto. La frecuegncia de corte
determina la frontera de frecuencias a partir de |a cual se produce la
atenuacicn de la sefal, Cuando se pretende estudiar [as salvas de potencial,
v par lo tanto es preciso eliminar el componente lenta, {a frecuancia de corte
del filtro pasa-altos debe situarse, segun la biblicgrafia, entre los 10 y los 50
Hz (Bueno ef &/, 1981; Summers ef 5., 1982; Groh et /., 1984). Par el
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contrano, cuando se estudia el componente lenta las frecuencias de carte
deben situarse, para gl estomago, entre log 0,024 y los 0,12 Hz {Eddine gt
al, 1985},

Jimeénez {1881} v Jimensz er 2/ {1992c) han empleado con éxito, en
estudias de EMG en aves, un banco de filtros consistente en [a asociacian de
un fiitro pasa-altas (.03 s de constante de tiempa, -6db) v de un pasa-bajos
(50 Hz, -6dhl. La asociacibn de estos filtros permite la atenuacidn ded
camponente lenta sin que fas salvas de polencial s vean modificadas. Este
sistema de filtrade e5 muy adecuado, por lo tanto, para e estudio de las
salvas de potencial v &5 el que se ha empleado en los registros EMG
realizados a lo largo de este trabajo.

4.3 - METODOS DE ALMACENAMIENTO DE LA SENAL
ELECTROMIOGRAFICA

En EMG ze emplean basicamente tres sistemas de almacenamiento de
datos:
Registro sobre papel
Registro sobre banda magnética
Digiealizacion

4.3.1 - Hegistras sobre papel

Son habitualmente las mas usados, acoplados a diferentes sistemas de
ingcripcifn que suelen permitir la seleccidn de 1a velocidad del papel de
acuerda con las caracteristicas de la sefial que se gquieran estudiar, Ei principal
inconveniente de este sistema de almacenamiento 65 que $3lo permite el
analisis manual del registro, lo que implica la aparicidn de errores debidos a
la subjetividad del investigador v requiere ademas una gran cantidad de
tiempo de andiisis. Actualmente el registro sobre papel se suele emplear como
referencia, compardndose los resultados obtenidos mediante el empleo de
técnicas computerizadas con el aspects de los registros sobre papel [Fousse
et af.,, 1978 y 1379).
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4.3.2 - Hegistros sobre banda magnética

Se usan como intermediarios entre la sefal ariginal v la digitalizada
{Pousse er 5/, 1278). Este sistema presenta dos ventajas: durante el registro
no se consume tiempo de ordenador y |a digitalizacion puede realizarse en un
ttempo menot al real (De Ponti et &/, 1988; Pousse er af., 1978; Wingate
gt al., 1977).

4.3.3 - Digitalizacidn de la senal etectromiografica

La posibilidad de digitalizar la senal electramiografica almacenandola de
uvna formta altamente estable y segura para sy postarior tratamiento ha sido
uno de |los avances dcnicos mAas importantes realizados en EMG. La
digitalizacion es un proceso que implica su numerizasion mediante el empleo
de un sistema de conversidn ¥ su almacenamiento en un sistema informaético,
13 que permite su posterior tratamiento mediante algoritmos predefinidos. B
uso de este sistema de tratamientd y cdlculo agidiza mucho el tiempo de
pracesado de la sefial electromiogrdfica y elimina ademas la fuente de errares
gua supone e anglisis manual de un registro.

La numerizacidn de la sefial analdgica se realiza mediante placas de
conversidn analdgico/digital (A/D), cuya funcidn es convertir la senal
electromiografica analdgica =n un valor digitai. El ndmero de bits de estas
placas es directamente proporcional a su resolucidn en amplitud. Asi cuanto
mayor sea éste mas fiable serd 13 conversidn numérica de la senal. Una placa
de # bits tiene 2" puntos de resolucidn. Las reseluciones més usadas en EMG
son de 7, 8, 10 ¥ 12 bits. Jiménez [1991) vy Jiménez ef gl {129Zc} han
empleado una placa de 8  bites de resglucién para el estudio dei
electramiggrama del pollo, sbteniendo muy buenas resoluciones en el proceso
de conversion. Este sistermna de digitahzacidn es el que se emplea en este
trabajo.

Un factor importante a tener &n cuenta 2n &l proceso de digitalizacidn
de la senal es la frecuencia de muestren, gue 83 la determinante de la
resolucién en tiempa. La frecuencia de muestreo se Jdebe adaptar a la
frecuencia ¢de iz sefal Que queremnos registrar. Este princtpio basico en la
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digitalizacidn de cualquier tipa de sefal viene enunciado por el TEOREMA, DE
NYCUIST - La frecuencia de muestreo para la coreacta digitalizacidn de una
senal debe ser, al menos, el doble de la fracuaencia de la sefial que se pretende
digitalizar. Ung disminucidn en la frecuencia de muestreo por debaio de los
lfmites marcadaos por el Teorema de Nyquist implica pérdida de [a sefal, pero
un muestreo excesivo no supone una mayar informacién sino un consuMmo
nutil de espacic en loz sistemas informadticos y de tiempo de calcuyln. La
frecuencia de muestred necesaria para el registro fidedigng del componente
lento, de hbaja frecuencia, puede ser inferigr o igual a b Hz {&
muestras/segunde) {Bardakjian y Sarna, 1980; Smallwood et &/, 1980). Sin
embargo, para la digitalizacidn de las salvas de actividad la frecuencia de
muesires debe sitvarse entre Ios 38 v los 129 Hz (De Ponti et af., 1988,
Pousse ef af, 1379). En o] slectromiggrama de aves, Jiménez {19971 y
Jiménez ef af {1992c) han demostrado que |2 captacion dea las ondas lentas
se obtiene de forma fidedigna con un muestreo de B Hz {1 s de constante de
tiempo) mientras que las salvas de potencial se reproducen adecyadamente
con una frecuencia de muesirea de 50 Hz [0,03 s de constante de tiempo).
A lo largo de este trabajo se ha registrado Onicamente gl componente rapido
del electramiograma, correspondiente a las salvas de patencial, y parlg tanto
se ha usado una frecuencia de muestreo de 50 Hz con una constanie de
tiempo 0,03 5.

4.4 - TRATAMIENTO DE LA SENAL ELECTROMIDGRAFICA

La digitalizacidén y posterior almacenamiente de la senal permite el
anakisis de la misma mediante programas informéticos especifices. Los
sistemas gde analisis empleados en EMG pueden ser de 3 tipos: andfisis
espectrales, se emplean parala caracterizacion del componente lento; 30358
temparales, caracterizan las salvas de potencial; e infegracion def registro,
proporciona indices globales de actividad eléctrica a intervalos predefinidos de
tiempo.
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4.4.1 - Andlisis espectral

Las técnicas de andlisis espectral empleadas en EMG han sido revisadas

por Linkens [1378). Seqln este autor se han empleado ¢inco metodologias
diferentes para estos andlisis:

- Transformada de Fourrier
5e ha empleado para el estudio ge ritmas broldgicos, incluyendo la senal
eléctrica gastrointestinal (Smallwood ef a/., 1380; Eddine et a/., 1985). La
aplicacidn de este aigaritmoe ha permitida a Jiménez {1281) y Jimenez et
L {1982c) caracterizar el componente lento presente en el
glectromiograma del estdmage v del intesting del pollo.

1

Transformada d& Walsh

Modelos de autarragresion
- "Phasge-lock {aap”
- "Raster scanning”

Jiménez (1991] y Jiménez et a/. {1982c) han empleado ademdis e
glgoritmg de Sokolove-Bushell para la caracterizacidn del componente lento
del electrormiograma gastrico e intestingl del pallo. Este algoritma, usado
ampliamente en cronobiclogia, determina ta frecuencia pringipal de la onda
gue s2 es5td analizando.

4.4.2 - andlisis temporal

Este analisis tiene por obietiva la caracterizacion y cuantificacidn de |las
saivas de potencial. Wingate ef al (1377} realizaren ung de [0s primeros
intantos de deteccidn de salvas de potencial en el tracto gastrointestinal,
siguiends un ¢riterio de amplitud de la senal. A partir de este mamento
numerosos autares han propuesto sistemas de anghsis del electramiograma,
bazados en diferantes parametros caracteristicos de |as salvas de actividad
¥ empleands sefiales registradas en diferentes sistemas {(Pousse et af., 1979;
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summers et af., 1382, Groh er af, 1984). Wingate er af [1977) vy
posteriormante Che ponti et 8. {19E88) han propuesto sistemas de andlisis que
permiten diferenciar las fases dal MMC.

Jiménez (1291} y Jiménez ef af. {1992¢) han propuesto Un sistema
computerizado de andlisis de 1a actividad eléctrica del tracto gastrointestinal
que, aunque ariginalmente disenado para el estudic del electromiggrama del
pollo, puede también usarse para estudios electromiograficos en mamiferos.
Este sisterma consta de 3 mddulas:

- Modulo de calibracion.
Crea un archivo de calibracidn a partir de una sefial interna, de 100 &V,
generada por el sistema de registro. La calibracidn se usa como referencia
para andlisis posteriores del registro,

- Mddulg de deteccion de salvas de potencial,

Usa log datos del registro electromicgrifico digitalizados y almacenados
en el ordenader discriminando las fases de actividad o salvas de potencial
{periodas del registro en ios cuales se detectan fluctuaciones eléctricas)
frente a las de reposo (pericdos del registro 5in fluctuaciones eléctricas).
Este tratamiento crea un nuevo ficherg de datos que conserva Integras [as
fases de actividad rmientras que las de reposo guedan reducidas a un
codigo de duracidn. Este sisterns reduce en gran parie la ocupacidn de los
sistemas nformaticos.

- Mddulo de ¢dlculo de pardmetros del eleciromiograma.
Calcula, & partir de los ficheros de dates creadaos segun el médule de
deteccién de salvas, los parametros caracteristicos del electromiograma;
amplitud méaxima y media y duracién de laz fases de actividad, duracidn
de las fases de repose, porcentaje de actividad ¥ frecuencia de las salvas
de potencial.

4.4.3 - Integracidn de la sefal electromiografica.

La integraciéon de la sefial electromiogréfica se Dasa en la suma
temporal de la acrividad eléctrica generada en un drea a intervalos de tiempo
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preaestablesidos. Este andlisis ofrece, por o tanto, una medida de la actividad
glgéctrica generada an un intarvalo de tiempo definide. Este sistema permite
analizar facillment& ragistros de muy larga duracidn {Latouwr, 1873). Es una
técnica muy Ut para el estudio de lgs MMCs v ha sido usada con esta
finalidad por numerosos autores. El sistema =e ha intentado aplicar también
para diferenciar salvas de potencial de ¢orta y larga duracidn (Hachet et af.,
1885).

EL sistema de andlizis computerizado propuesto por Jiménez {1221) y
Jiménez et &, {1992¢) para &l andlisis del electraomiggrama de pollg consta de
un mdédulo que permite la integracion de la senal digital reqistrada, segin
intervalos de tiempo variables, a determinar por el investigador. Este madulo
de integracidn ha sido empleado para el andlisis de algunos de parte de los
registros cbtenidos a lo largo de este trabajo,
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b - MOTILIDAD GASTROINTESTINAL EN LAS AVES

5.1 - ANATOMIA FUNCIONAL DEL TRACTD DIGESTIVO DE LAS AVES

La anatomia del tracto digestivo aviar varla altamente de unas especies
a otras (Duke, 1986b}. En este punto se describird brevemente la anatomia
¥ la histologia del tracto digestive de la especie Galus galius.

La baca {cavitas oralis) conecta con el esdfago (esophagus), que puede
dividirse en tres porciones: cervical {pars cervicatis), diverticulo esofégico
{saccus esophagealis) y toracico (pars thoracica). € diverticulo esofdgico es
un compartimiento que permité el almacenamienta de la ingesta antes de
pasar al esidmago para =u digesiign. Esta zona tiene una alte capacidad
secretora v de distensidn, lo que facHita el paso del alimenio a sS4 traves,

El estdmaga (gaster) estd dividido en dos compartimiehtos anatomica
y funcionalmente diferenciados: el glandular (pars glandufaris) [con una
localizacidn craneal) v el muscular (pars muscuiarisl, unides por una zona de
transicién denominada istmo (isthmus gastris). El compartimiento glandular
es un saco fusiforme con funciones bdsicamente de secrecidn de pepsindgeng
y acido clorhidrico, por 1o que funcionalmente equivaldria al drea fdndica del
gstdmago de los mamlferas. Histoldgicamente presenta una MUCosa muy
dezarroliada con numerosas glandulas ¥y una doble capa muscular, circular
interna y longitudinal externa, entre las que $¢ dispone el plexo mientérico.

El compartimignto muscular es un drgano discoide cuya funcién
principal as |a da trituracidn dei alimenta. y que por lo tanta equivale en sus
funciones motoras al antro del estdmago de los mamiferos. Estd formado por
la asociacion de dos pares de musculos, diferenciables macroscopicameante,
carrespondientes g 1a capa circular de la musculatura (ya que la longitudinal
ha desaparecido a este nivel] cuya actividad motora coordinada permite la
trituracidn de la ingesta . Los masculos estédn organizados en gposicién dos
a dos: dos midscules "delgados” {masculos cranea-dorsal ¥ cauda-ventral)
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(musewfus tenwis craniodorsalis vy muscoiys temis caudoventralis) v dos
"gruesos" [musculos caudo-dorsal vy crdneo-ventral) {muscufus crassus
capdodorsalis v rmusciius crassus cramoveniralisi. La unién enktre éllos se
produce mediante un complejo tendinoso [centrum tendineum). La mucosa de
es5ta dres estd formada por un epitelio columnar secretor. Las células dal
misma sintetizan ¥ $&4retan una proteing, 1a coilina, que recubre interiormente
¢l drgano formando una capa semicornea que lo protege de lesiones de tipo
meganice derivadas de l'a textura granular del slimenta. La inervacian
intrinseca depende del plexo nervigsg mientérico, gue tieng una locahzacién
subserosal, debide a la ausencia de capa muscular longitudinal. La inervacién
extrinseca, al igual que en &l compartimiente glandular, depende de ramas
vagales ¥ de fibras simpaticas perivasculares dependientes del ganglio celiaco.

En el intesting delgado s¢ produce la digestion quimica y absorcidn de
los nutrientes. Al igual que en los mamiferos, e intesting delgado puede
dividirse en tres tramos: duodeno {duodenum], yeyuno (ejunum) e (leon
{fdewm); siendo su langitud toftal de aproximadamente 1 m. Este intestino,
respacio &l tamano corparal del pollo, se considera de corta iengitud. La paree
inicial gel duadeng, los primearos 3-4 mm, forman una zona gue por las
caracteristicas macroscdpicas de su mucasa puede diferenciarse del resto del
drea dundenal ¥ que carrespande al plloro (pyfarus) de las aves. El duodensg
estd formada por un asa lansa duodenalis) que rodea al pancreas y puede
dividirse en dos zonas: duodeno proximal o rama duodenal descendente {(gars
descendens) y duodeno distal 0 rama ducdenal ascendente (pars ascendens).
Yayuno e [eon no estdn claramente diferenciades y algunos autores
copsideran camo yeyung 1a zana craneal al diverticulo de la veslcula vitelina
(efivarticulum vitellinurn) y como fleen 2 |a zona cawdal al mismo. Esta
terminglegia es la que se seguird en este trabajo. Otros autores habian
anicamente de yeyuno pre-diverticulo de la vesicula vitelina v yeyuna post-
diverticulo de la wvesicula wvitelina para identificar estas dos dreas.
Histoldgicamente, &l infesting consta de mucosa, submucosa, muscular y
serpsa. La muscolar, como en los mamiferns, es doble, constando de una
capa circular interna y una delgada capa longitudinal externa. Tanto el plexo
submucosg como el mientérico vy el plexa muscular profundo estdn hien
desarroliados. La inervacidn extrinseca depende dsl vago, del nervio
esplacnico y del plexo pudendo.
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Bl intastino delgado acaba en lg unidn Heo-ceco-célica {vaiva
Heorectalis), que es el punto de inicio def recto o celon (no diferenciados en
las aves) frecturn} v de origen de los ciegos [cecum), que en las aves
domesticas estdn muy desarrollados. El colon se extiende desde esta zana
hasta la cloaca o proctodeum (efpaca). La cleaca consta de tres cédmaras
diferenciadas y agrupa al tracte digestivo (coprodeumt}, al urinario {uradeum)
y ab reproductor v comunica con el exterior a través del ang, (MoLalland,
1979a v b (Fig. L3).

5.2 - MOTILIDAD DEL TRACTO DIGESTIVO DE LAS AVES

5.2.1 - Deglucién y actividad motora del ezdfago

Las aves toman el alimenta can el pico, en la cavidad bucal se mezcla
ton la saliva vy se deglute. La deglucidn se produce por efecto de la gravedad,
al levantar el animal la cabeza, yva que el polle nd poses musculos encargados
de la deglucidn.

El esdfago cervical presenta contraccignes peristalticas de rapida
propagacién que facilitan el paso del alimento hasta el diverticulo esofagico
(Hill ¥ Strachan, 1975}, Las caracteristicas de estas conlracciones pueden
variar seqin la naturaleza del alimentoe que actia comg estimulo
desencadenantie de |as misgmas {(Roche, 13800, En el diverticulo e5ofagqico |a
ingesta puede almacenarse antes de pasar al estdmago. Esta zona presenta
una maotilidad ritmica cuando estd vacia (de 1 a 1,5 contracciones/min} e
irragular cuando estd llena, formada por varias salvas de actividad sucesivas,
gue corresponde al vaciado de su contenido (Roche, 1973 v 198Q; Hil ¥
Strachan, 1975). Durante las fasez de ayuno, cuando &l estamana estd vacio,
el asdfago se contrae cerrdndoese la entrada a este diverticulo vy entonces la
ingesta {leqa directamente a la porcidn glandular det gstémago. este reflejo de
cierre del diverticulo esofdgice puede ser de origen gastrico, dependiendo del
grade de lenado del estdrmage (Hill ¥ Strachan, 1975, El esdfago tordcico
presenta una actividad motora ritmica v regular {1 gontracciénfmin,] y estad
en relacidn can el grado de llenadg del diverticule cspfdgico,
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FIG L3 - fisquems del tracto digestive del polle (Caflvs gaffus) (modificado de
Nuke. 1986E].
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El cantrol nervioso de la matilidad esofégica y del diverticulo esofagico
depende basicamente de los nervios vagos. Asl, su seccibn, ligadura o
estimulacidn {umi ¢ bilateral} altera en diferente extensidn su actividad motora
narmal (Duke, 19860},

5.2.2 - Actividad motora gastroduodenal

En el &rea gastroduodenai se praduce la digestidn quimica ¥ mecénica
de la ingesta, con el paso sucesivo del alimento de |a parcién glandular del
estomago 2 la muscular ¥y de &sta al duodeno. Este complejc pragesa obfiga
a que la actividad motora de esta irea deba estar altaments coordinada,
determinando 1o que se ¢anoce somo CICLD GASTRODUODENAL.

Las caracteristicag de la motilidad gastroducdenal han sido estudiadas
por numerosos autores mediante diferentes técnicas. Molf (1937) describid
por primera vez la presencia de una actividad motara coordinada entre el
estdmago v el duodeno del polle. Dziuk y Duke (1974) describieron, mediants
técnicas cineradiggraficas, cinco fases en un cicle gastroduodenal:

Faze 1- inicip de la c¢ontraccion de lgs mdsculas delgados del
compartimienta muscular del estomago y cierre del istmao.

Fase 2 - Maxima contraccidn de los muasculos delgados, Apertura del piloro
y pasc de la ingesta del compartimientoe muscular al dusdeno.

Fase 3 - Cierre del piloro v contraccidn del dueodeno, 1o gue facilita el avance
de la ingesta por la luz ducdenal. Los moisculos delgados dejan de
contraerse ¥ lo hacen los gruesns. El istmo se abre, lo que permite el
reflujo de contenido del compartimiento muscular al glandular.

Fase 4 - Mdaxima contraccion de los musculos gruesos,

Fase 9 - Contraceidn peristdltica del compartimients glandular ¢on el
consiguiente paso de ingesta hacia &l comgpartimiento muscular.

Este ciclp base puede presentar algunas variaciones. Dzivk v Duke
(1974} describieron también una sextz fase constituida por una enda
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originada en el veyuna ¢ en el leon y que se propaga en sentida retrégrado
hasta el duodenc y que permitiria ef reflujo de contenide intestinal hasta el
estdmaac. Esta actividad, denaminada "reflujo duodeno-gédstrice™, tiene un
frecuencia de entre 2 y 4 ciclosth ¥ coinclde con disminuciones en la
frecuencia de contraccidn de los compartimientos gdstricos {Qguro e lkeba,
1974; Sklan ef af, 1978; Duke, 1982). Otras maodificaciones de este cicla
de base fueron propuestas por Roche (1873}, gue describid ciclos especiales
para el vaciamignto del estdmago, de intercambic entre el cormpartirniento
muscular ¥ el duodeno, de reflujo entre el compartimiento muscular y el
glanduiar y de avance del alimento de! compartimiento glandular al muscular,

El ciclo de base de Dziuk y Duke {1274} se correlaciona perfectamente
con los estudios electromiogréficos realizades posteriormente {Duke, 1982,
Jiménez, 1891}, que revelaron la siguiente alternancia de contracciones:

1 - Contraceién de Jos misculos delgados del compartimiento muscular.

2 - Contraccitn duodenal,

3 - Contraccion de los musculas grueses del compartimiento muscular,

4 - Contraccién del compartimiento glandular,

Eszta secuencia se presenta con una frecuencia media de 3 ciclos/min

or el pavo (Duke, 1982), 3-3.5 ciclos/min en el polle broiler {Jiménez, 19391};
2,5-4,9 ciclozimin en ta gallina ponedarz (Roche y Decerprit, 1977, Jiménez,
1991} v 0,7-1,9 ciclos/min en los machos de gallina ponedora (Roche v
Ruckebusch, 1978). La actividad de! drea gastroduodenal es muy canstante,
sin embargo diferentes factores pueden actuar modificdndola:

1 - El ayung reduce la frecuencia ¥ 1a ingesta [a aumenta (Roche, 1973).

2 - Un alimento de textura granular aumenta la frecuencia ¥ uno harinoso
la reduce {Roche, 1974; Roche v Ruckebusch, 1978},

3 - Ritmo circadiano endagenc. Una fase de inhibicién qgastrica aparece
uras 3 h. antes del inicio del periodo oscure v otra unas 2 0. antes del
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inicio del periodo de luz [Roche, 1973; Roche v Decerprit, 1977: Duke,
19282},

- Fase cefélica de la ingesta, durante la cual [a visidn del glimento

incrementa la frecuencia gdstrica (Chaplin y Duke, 1988).

- Fase géstrica, durante la cual, la presencia de alimento en el estémago

aumeanta aun ma4as |z frecuencia gastrica (Chaplin y Duke, T988).

- Laestimutacidn vagal puede producir hiperactividad géstrica v dusdenal

{Molf, 1937, Roche, 1973, Rache y Decerprit, 1977,

- La acetilcolina (Q.5-5 pgfkg) sumenta la frecuencia y la amplitud de las

contracciones gastricas {Hoche y Decerprit, 1977).

La atropina (0,1 mgfkg) reduce la frecuencia de contraccidn géstrica
{Hoche, 1973},

- La vagotomia reduce |a frecuencia de centraccian en un 753% (Roche

v Decerprit, 1577), altera &l ritmo circadiang tRoche vy Ruckebusch,
1978) v produce descoardinacidn del ciclo de base (Chaplin ¥ Duke,
1988).

La puesta reduce la frecuencia gastrica (Roche y Decerprit, 1977;
Shimada, 1986),

Laos lipidos, los amincacidos v lzs soluciones higertanicas ¢ acidas
inhiben la motilidad gastrica. Los lipidos y las soluciones hipertdnicas
producen ademas fases de reflujo duodenao-gastrico {Duke y Evanson,
1972; Duke et af., 1872},

Diferentes hormonas [polipéptide pancreatice aviar o CCK) reducen la
actividad gdstrica y alteran la coordinagidn gastroduadenal [Savory et
af., 1881; Duke, 19832).

La distensidn mecénica ducdenal produce inhibicidn de la actividad
gastrica [Duke, 1972).
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En el estdmageo de las aves, los estudios electromigrificos revelan 1a
presencia de una actividad de alta frecuencia que correspende a las salvas de
potencial, que estan correlacionadas con la contraccidn muscular, Estas
salvas de potencial han sido estudiadas por numerasas autores, Sin embargo,
la presencia de un ritmd eléctrico de base u ondas lentas en el
electromiograma del estomago ha sido descrita recientementa |Jiménez,
198971; Jiménez ef a., 1892Zc). Esta actividad de control presenta una
frecuencia de 1 a 6 ciclos por minute ¥ son ondas que $e acompanan siempre
de salvas de potencial superpuestas. Durante el cicle gastroducdenal,
muestran la misma frecuencia en todos los compartimientos géstricos v en el
duodeno, [0 que explicaria la perfecta coordinacidn de esta area. Su génesis
fneurcgénica o miogénical y su punio de origen no se canocen tatalmente.

Las salvas de potencial regisiradas en el compartimienta glandular tiene
una amplitud media de 260 4V v duran unas 6 seqgundos mientras que las del
compartimiento muscular tienen una amplitud de 500 4V v constan de 10-15
espigas sucesivas {Reche, 1973; Roche y Ruckebusch, 1978}, En otras
especies de aves, camo el pavo, estos valores san ligeramente diferentes
{Duke, 1982},

Las salvas de actividad registradas a mivel duodenal puedan ser de
cuatro tipos diferentes (Roche, 1973 v 1274; Roche y Ruckebusch, 1278}

1 - Galvas aisladas o monafdsicas - Son salvas acopladas al ciclg de
confraccidn del estomago ¥ formadas poar una sala aspiga, tienen una
alta velocidad de propagacidn {20 cm/fsegundo) ¥ una corta duracién {1-
1.5 segqundos).

2 - Salvas en series o polifdsicas - Son salvas acopladas también &l ciclo de
base pero formadas por varias espigas sucesivas. Su duracidn es mayor
a las monofisicas pero $¢ propagan a la misma velocidad. La relacién
salvas polifdsicas:monofdsicas es variable v puede oscilar entre 1:1 ¥
4:1 (Jiménez, 19971; Jiménez et af., 1983a}.

3 - Salvas antiperistalticas aisladas - es(dn formadas por una secuencia de
10-14 salvas con componentes gue 38 propagan retrdgradamentsa y Gue
aparecen de 3 a 9 veces al dia. Este tipo de actividad coincide con una
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inhibicidn del estdmago v corresponde a fases de reflujo duodeno-
gastrico. Ocasionalmente pueden pbservarse salvas aisiadas de tipo
antiperistaltico, 4 a € por hara, que corresponden tambigén a reflujos
duodenc-gastricos.

4 - Salvas gastro-independientes - Son series de salvas de larga duracion {3-
10 min.) que no estdn coordinadas con el ¢iclo gastAco ¥ se acompanan
de una reduccidn de la frecuencia gdstrica. Son actividades de crigen
duodenal que aparecen entre 7 y 8 veces al dia, en forma de un frente
organizado de intensa actividad eléctrica que se propaga caudalmente a
baja velocidad {2,5-5 cm/min). Estas actividades presentan marcadas
similaritudes con las fases Il de los MMCs v actualmente se consideran
cumo tales (Jiménez ef af, 1992h).

La presencia de ondas lentas en &l duodeno de las aves se conoge
desde hace tiempo. Duke (1982} describe |la presencia de este tipo de
actividad en el dusdeno de pavos aunqusa, seqln este aulor, ésta no tendria
una funcidn de marcapasos de la motilidad duodenal. Boche ¥ Ruckebusch
(1978} describen la presencia de un componente lentg irrgguiar, y muy
diferente dei hailado por Duke (1982) en el pavo, 2n el intesting de la gallina.
Recientemente Jiménez (1931) v Jiménez et &f (1992c) han caracterizado
el companente lento presente en el duodeno del pollo. Este componente
eléctrico de control seria doble: 1) una actividad de entre 1 v B ciclos/min que
corresponderia a las andas lentas de origen gastrico a través de |as cuales,
prabablemente, se coordina @i ciclo gastroduodenal ¥ 2} una actividad de
gcontrol, con una frecuencia de 20 a 30 ciclosfmin que sé ravela durante la
aparicidn de fases lll dundenales del MML, coincidiendo con descensos de la
actividad gasirica.

5.2.3 - Actividad motora del yeyono y del ileon

Segun Roche 11973) Iz motilidad del yeyuno y del lleon de las aves &5
muy similar a la del duodena. Sin embargao, Duke et &/ {1975b) describen en
astas zanas del intestino de pave unas ondas lentas muy prominentes conuna
frecuencia de & ciclosfmin muy similares a las descritas en el duodeno.
Pasteriormente Roche v Ruckebusch {1878} describiersn la presencia de
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ondas lentas irregulares y de aha frecuencia {25 ciclos/min} gque s8lg

aparecian en intervalos de 30 a 30 segundos en esta zana del intesting de la
gallina.

Las salvas de potencial que se registran en yeyuno e lleon puedan sar
de daos tipos (Roche, 19744:

1 - Salvas de corta duracidn y propagacion répida (20 cm/s}, correlacionadas
con &l cicla gastrico ¥ que pueden ser peristalticas o antiperistalticas.

2 - Salvas prolongadas u ondas independientes, de larga duracidn (4-7 min)
con una propagacion muy lenta {1 cm/mind.

Recientemente, se ha descrito la prasencia, al iguai que en el intesting
de los mamifercs, de MMCs en el intesting de las aves. Clench et a/, (1988)
describieronla presencia de MMC en cuatre especies diferentes de aves, entre
ellas |a gallina. Segan estos autores los MMCs se registrarian Dmicamente
nivel de veyuno e lleon, estarian presentes tanto eén ayunas como en estado
postprandial {al igual que en aguellas especies de mamiferes acostumbrados
a comidas frecuentes vy de peguenc wvolumen} y presentarian la misma
nrganizacion en tres fases descrita en los mamiferas. El MMC aviar tendrfa
una periodicidad de aproximadamente 1 h { 60 - 80 min} y & fase |l migrarfa
aboralmente 2 muy baja velocidad (0,52-0,62 cm/min]. Fosteriarmente,
Mueller et 2. (19%0) han confirmado la presencia de MMCs en el lleon de
pavo pere no han podido registrar esta actividad en otras dreas del intestino
delgade. Jiménez et af. (1892b} han caracterizado el MMC del pollo y han
estudiado los mecanismos de cantrol del mismo (inervacidn vagal ¥ papel de
los opioides enddgenos v axdgenos)

- El MMC =5 mdas corio en el intestino proximal que en &l distal, lo gque
sugiere que hay MMOCs que ng migran a lo large de tedo el intasting.

- El ayuno acorta la fase Il y alarga la {, sin cambiar la duracidn total de
MAMC,

- La velocidad de migracidn es mayor en el intesting proximal que en ai
distal.
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- Laingestian de alimento reduce la velocidad de migracidn de |a fase .

- Las fases ||| pueden sar inducidas rmediante la infusidn exdgena de opioides
{Jiménez gt 31, 1992a v 1993h}

- Los opivides enddgenns participan en fa génesis y propagacién del MMC
{Jiménez et af., 1993h}.

Jiménez er af 119820 han estudiado también la relacidgn entre las
ondas dundenales gastra-independientes descritas por Roche {1974] v Roche
v Buckebusch [(1978) v los MMCs, presentando buenas evidencias por las
cuales este tipo de actividades duodenales deben ser consideradas camo
fases Il del MMC.

5.2.4- Actividad motora cecal

Zegun Duke et af. {1983}, [0s ciegos del pavo presentan dos tipos de
cantracciones: 1) contraccioneas menores, asociadas 2 salvas de potencial de
baja amplitud v una frecuencia de 2.6 por min; corresponden a movimientos
de mezcla del contenido cecal ¥y 2} contraccienes mayores, son de tipo
propuisiva vy una frecuencia de 1,2 par min; estas contracciones pueden ser
antiperistdlticas o peristélticas, coincidiendo entences con el vaciamianio de
los ciegos {Duke et &, 1980},

En la gallina, Fargeas et &, {1963}, mediante el emplec de balones
intracecales, describen tres tipos da contracciones: 1} contracciones de primer
arcfen, asaciadas a la defecacidn; 2} contracciones de seqgundo arden y 3)
contraccionas de tercer orden, asociadas a camhbios de tong de la pared.

El vaciamiente de lps ciegos es un procesa complejo que implica
cambios no sdlo en la motilidad cecal sino tambign en la motilidad del leon
v del ¢olon, Aungue la motilidad del cieqe derecho y del izquierdo no estd
coordinada, el vaciado se produce en ambaos de forma simultanes vy puede
desencadenarse por un reflgjo extrinseco (Roche, 1974, Lai v Duke, 1978;
Duke et af., 1983). £l Ylenado cecal es un proceso pasivo y continug que
implica también participacidn ileal v cdlica (Fenna y Boag, 1974; MciNab,
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1973], en la galling pueden participar en este proceso las salvas
antiperistadlticas descritas por Roche {1974),

Los ciegos del pavo presentan un ritma eléctrico de base (Duke et af.,
1980} que parece no tener importancia como marcapases de la motilidad
cecal (Duke et afl., 19383), Una actividad similar, muy irregular, se ha descrito
en las cieqdos de la gallina [(Roche ¥ Ruckebusch, 1878].

5.2.9- Actividad motora cdlica

En el pavao, Lai y Duke (1978} han descrito 1a presencia de movimientos
antiperistalticos constantes, son contracciones originadas en el coproden que
se desplazan retrogradamente hasta fa unidn ileg-cecao-colica. Esta motilidad
antiperistaltica se debe a cantracciones de baja amplitud correlacianadas con
ondas lentas de baio voltaje y de frecuencia crecients en sentido distal. Puede
abservarse ademas la presencia de contracciones de mayoer amplitud, de tipo
peristiltico, asociadas a ondas lentas de alto voliaje ¥y de baja frecuencia
12,76-2,83 ciclos/min) {Lai v Duke, 1978; Duke ef 8, 1983).

Lamotilidad célica antiperistdltica tiene como objetiva retener [as heces
v absorber el agua presente en éllas, mientras que lgs movimientos
peristdlticos coinciden con la defecacidn [(Lai v Duke, 1978; Roche y
Ruckebusch, 1978). Ademas, la unidn distal de los tractos digestivo vy
urinario, junto a la presencia de movimientos antiperistdlticos a este nivel,
permite absorber el agua procedente de los uréteres.
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B - LA CCK EN LAS AVES

La presencia de CCK no ha sido determinada inequivocamente en &l
fracto gastramntestinal de [as aves aunque hay buenas evidencias de la misma.
Los primeros intentos de demostrar la presencia de péptidos de Iz familia
gastrina-CCK en el tracto gastreintestinal de las aves son de tipp morfoldgica.

Palak &t & {1974] reslizaran estudios  inmunohistoquimicos
invastigandao la presencia de células endocrinas para diferentes péptidos en
el (racto gastrointestinal del polic y de la codorniz. Entre los anticugrpos
usados emplearon uno especifico para gasirina humana y otro para ceruleina,
abservando células con inmunorreactividad de tipo gastrina y ceruleina en
todas las regiones del tracto gastrointestinal excepto &n ¢l compartimiento
glandular del estdmago y en los ciegos. Posteriormente otros autcres han
realizado estudios inmunoldgicos linmunchistoguimica, radicinmunoensayo
(R14), etc.} ¥ cromatogréficos tendienies a determinar [a presencia de amixos
péptidos, gastrina ¥ CCK, en las aves. Larsson y Rehfeld (1977), empleando
anticuerpos especificos para gastrina, demastraron la presencia de un péptido
tipo gastrina confinado a la regidn pidrica del pollo.

Dockray 11979k}, empleando un anticuerpo para gastrina-CCK (L48) y
diferentes anticuerpos especificos para gastrina, determing, mediante
cromatografla v RIA, 1a presencia de factaores tipo gastrina-CCK en piloro,
yeyund ¥ cerebro de pavo. El Factor pilérico determinado na parecia ser ni
gastrina ni CCK aungue tenia un extremo carboxiterminal semejante, perg no
idéntico, al gastrina-CCK de los mamiferos.

Rawdon v Andraw (1981) v Rawdan {1984} abordaron nuevamente el
problema realizando estudios inmunochisioguimicos, en pollos inmediataments
tras la eclosidn, con anticuerpos espacificos para el extremo carboxiterminal
comun de la gastrina-CCK [L48), especificos frente a ceruleina v especificas
frente a la CCK-33, realizando también blogueos de los anticuerpos ¢on
diferantes fragmentas de la molécula de CCK. Los resultados obtenidos
sugerian la presencis, en el ileon de polie, de células endogrinas conteniendo
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factores tipn CCK con secuencias, fuera del extremo carboxiterminal de la
molécula, semeiantes a la CCK porcina; mientras que en el piloro las células
reactivas parecian contener un péptida tipo gastrina. Estos resultados
sugerirfan indirectamente 12 presencia de un péptido tips CCY, conun tamano
molecular mayar a {a CCK-8 de los mamiferas, en 13 regidn ieal del intestino
de pollo ¥ de un péptido tipo gastrina confinado a la regidn pildrica.

Shulkes et a4 [1983) estudiaron, mediante RIA, la distribucidn de
diferentes péptidos reguladores, entre ellos [a gastrina y la CCK, en el tracto
digestivo y en el sistema nervioso central del pofllo, mediante técnicas de RlIA.
Las mayores concentraciones de gastrina-CCK fueron detectadas en cerebro,
cormpartimiento muscutar del estdmago, ilecn, colon, ciegos y cloaca. La
caracterizacién molectlar por cramatografia indicd la presencra de una
molécula semejante a la CCK-8 en el cerebro mientras que an el
campartimientd muscular del estémago se encontrd una moléculs semejanta
2 la gasirina-17.

En 18984 Vigna estudid, en el poilo, fa presencia de estos péptidos
mediante R1A, bioensayo vy técnicas de unidn a receptores. Este autor aisld un
producto tipo CCK-8 del cerebro, v un producto tipo gastrina de [a regién
pildrica [que era capaz de estimular la secrecion dcida gastnca en modelos
biolégicos de mamiferos). Los intentos de extraar péptidns gastrina-CCK de
otras dreas del intesting {ducdenc ¥ yeyuno) fueran fallidos.

Paralelamente a estos estudios, diferentes gutores han gstudiado fa
presencia de péptidos tipo gastring-CCK en otras especies de aves. La
gastrina se ha determinado en la regidn pildrica de la codarmiz (Yamada et af.,
1979} v del faisén {(Zhou y Li 1987a v b}, en el piloro e intesting de la paloma
(Saitc et af, 1989), en ef piloro, compartimienio muscular del estomago e
intestine del pato [Okamoto er at, 1980) y en el intestino del avestruz
(Bezuidenhout y Van Aswegen, 1290). Lucini y Castaldo {1592) han
estudiado la distribucitn de 1a gastrina y de la CCK en el intesting de pato,
usanda anticuerpas especificos para CCK v para gastrina de pollo; llegando
a la conclusidn de gue an esta especie no puede hablarse de la presencia de
dos poblaciones celulares diferenciadas, una para la CCK y otra para |z
gastrina, sind dnicamente de uno @ mids péptidos que presentan e
pentapéptide carboxiterminal comudn de la familia gastrina-CCX.
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Recientemente Fan et af. [1987) han aislade y secuenciage, a partir del
cerebro de pollo, un octapéptido con una secuancia amingacidica idéntica a
la CCK-8 de los mamifergs, confirmando la presencia, ya anteriormente
sugerida, de la CCK en &l sistema nervicso central de ias aves. Sin embarga,
hasta el momentoc, nadie ha determinado de farma fidedigna |a presencia de
CCK-8 o de owas formas moleculares de esta hormona en &l tracio
gastrointestinal del pollo.

Hideau y Mongin (1883} mtentaron determinar infructucsamente la
presencia de gastrina en el suero de pollo medianie técnicas de RIA,
concluyends que esta hormona no podia ser determinada en sangre.
Posteriormente Dimaline ef a/. (1986) y Dimaline y Lee {1990} aislaron un
peptido a partir del antro de pollo gque presenta una estructura tipo CCK pero
una actividad bioidgica tipo gastrina. Estos mismos auvtores han producideo
anticuerpos especificos frente al decapéptido carbaxiterminal de esta molécula
(LZ223], que se han usado en la valoracion de la misma por técnicas de RIA,
tanta en tejidos como en plasma {(Dimaline ef af., 12986; Dimalina y Lee 1930;
Campbell et af., 1922; Wu ef a/., 1892). 5in embargo, nadie ha empleade,
hasta el momento, este anticuerpo especifico pararealizar una caracterizacion
merfolégica de las células productoras de gastring en el tracto digestivo del
pollo.

Yang et al. {1983b} v Furuse af af. {1990} han empléado un anticuerpo
abtenido frente a la fraccidn amino-terminat de la CCK-B para walorar,
rmediante RIA, |a presencia especifica de CCK en el plasma de pallo, Mediante
el emplec de este anticuerpo estos autcres han determinado unos valores
basales de CCK en el plasma de pallo de aproximadamente § pg/ml. Estos
autores han estudiado también las propicdades estimulantes de ciertos
componentas de la dieta sobre la liberacién de CCK. Asi, diferentes
aminodcides incorporados en la dieta {valina, arginina o fenilalanina}
incrementan o3 niveles de CCK plasmética hasta niveles de entre 7 v 8 pg/ml
(¥Yang er al, 1989b). No se han realizado otras investigaciones sobre la
presencia de CCK en el plasma del pollo ni sobre los factores que podrian
actuar estimulande 1a liberacidn de esta hormona ¥ la probablemente baja
especificidad del anticuerpo usado en astos estudios no permite llegar a
conclusiones ciertas sobre la naturaleza de la CCK circulante en las aves, Se
sabe que algunes de los factares que en los mamiferos actaan liberando CCK,
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comg |05 lipidas (Maton, 1882; Eysselein er al, 1984b; Jansen y Lamers,
1987; Cantor, 1983}, maodifican el trdnsito gastrointestinal en las aves
{Mateos y Sell, 1281 v Mateos ef af., 1982} pero estos efectos motgres no
se han correlacignado con estudios en los que se valore comparativamente el
efecto de los lipidos y de la CCK.

La presencia de receptores especificos para CCK en las aves tampoco
ha sido estudiada. Recientemente, Campbell et 8. [1981) han estudiado el
control de {a secrecidn pancredtica en el pavo y han ohservado que los
efectos de la CCK sobre [a misma no son antaganizables per &l antagonista
delos receptores CCK-ALZ264,718 (altamente especifica en la antagonizacidn
de los efectos pancredticos de la CCK en [os mamiferas (Waodruf v Hughes,
1991}}. Resultados similares se han hallado, i vitro, en ilegn de pollo,
sistemna an el cual el antagonista L264,718 es insfeclivo antagonizando las
respuestas excitatorias debidas a la CCK y sobre el que el antagonista CCK-B
L3265, 260 es solo parcialmente activo, Sin embargo, ambos produectos son
capaces de antagonizar parcialmente las accipnes excitatorias de la CCK sobre
la vesicula biltar, i vive (Ferndndez er af, 1992). Estos resultadas sugieren
que, como en los mamiferos, en las aves podrian existir vanos tipos de
receptores de CCK pero que serian estructuralmente diferentss a sus
homdlogos en 1os mamiferas.

Las investigaciones de tipo funcional sobre el papel bioldgicoe de los
péptidaos de la familia gastrina-CCK en el tracto gastromitestinal de 1as aves se
han desarrollado de forma paralgla a los estudios de tipe morfoldgico.
Anpelucei v Linary [1870) v Angelucct ef al. (1970} demostraron que 2l
andlogo da (@ CCK, cerulging, €5 un potente estmulante de fa secrecidn
géstrica, hiliar y pancreatica axocrina #n el pello. Posteriormente Burhal
(1971, 1973 v 1974) estudid ai efacto de la administracidn exdgena de CCK
sobra la secrecidn gdstrica, mostrando que, en las aves, esta hormona es un
agonista tatal de la secrecién dcida v parcial de la de pepsindgeno (efectos
contrarios a los abservados por administracién de gastrina). Varios autores
han demostrado que la CCK puede participar en 1a regulacion de la secrecidn
pancredtica exacrina en ias aves; asi la administracion exogena de CCK o de
su andlogo ceruleina produce, en el pollo ¥ en ei pavo, respuestas
pancreaticas muy semejantes a las observadas en 1gs mamiferos: aumento del
flujo de secrecikdn y del contenido protdice (Dockray ,1875; Dimaline y
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Dockray, 1979; Okumura er a4, 1988; Yang et /., 1989a; Campbell &t a1,
1997}, Junto a estas acciones secretaras, Solomon er af (1986} han puasto
de manifieste una accidn tréfica de la CCK en el pancreas de pollg, similar a
la dascrita en las mamiferos.

Algunos autares han estudiado también el papel de la CCK enlaingesta
en ias aves, proponiendo una participacidn dge la misma como factor de
saciedad. Este tema ha sido recientements revisado por Denbow {1388).
Campbell et af. (1992] han propuesto a la gastrina de pollo como un factor
enddgeno regulador de la ingesta en esta especia.

Las acciones de l|gs péptidas gastrina-CCK sobre |z motilidad
gastraintestingl en las aves han side muy poco estudiadas, En el dnico estudio
realizado sobre este tema, en pava y pollo, la administracién v, de CCK-8
(0.5, 9 v 15 yg/Kgl produjo una inhibicidn dosis-dependiente da la motilidad
gastrodguodenal, con un pobre o nulo efecto sobre la motilidad ikeal ¥ cecal
{Savory ef af, 1981). En animales en ayunas, los efectos observados fueron
todavia menares. En el mismo trabaje, estos autares, describen la presencia
de reflujos intestinates inducidos por la CCK a nivel del duodena v del ileon
praximal. Los efectos sabre la motilidad intestinal, i vivo, de otras formas
moleculares de CCK v de otros péptidos de 1z familia gastrina-CCX y los
mecanismos e accidn implicedos en #stas respuestas no han sido
estudiados.
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- OBJETIVOS



De scuerdo con la revisién hibliogréfica realizada, y que se presenta en
la intreduccion, la biologia de la hormona gastrointestinagl CCK, tanto en sus
aspectos marfeldgicos caome fungionales, ha sido ampliamente estudiada en
las mamiferos. Sin embargo, a pesar de su interés comparativo, estos
astudios son mity @sCcasos en las aves.

Varios aultores han estudiado la presencia v 12 distribucidn de los
péptidos gastrins-CCK en las aves, tanto en el tracto digestive como en el
sistema nervioso central. La presencia de factares semejantes a la gastrina-
CCK en el tracto gastrointestinal del pollo y otras especies de aves ha gido
demostrada mediante técnicas inmunoldgicas v cromatograficas. A pesar de
allo, todavia no ha sido determinada de forma concluyente la presencia de
CCK a nivel intestinal en el pollo v 1a presencia de gastrina ha sido confirmada
muy recientemente, A partir de la descripcidn de la gastrina de pollo no se han
realizado nugvos estudios de tipa marfoldgico para demaostrar $i los factores
agastrina-CCK, anterigrmente descritos, corresponden dnicamente a este
péptida tipo gastring o se deben también a la presencia de factores de tipo
CCK.

Los pocos estudios funcionales sobre la CCK en el sistema
gastrointestinal de las aves abordan fundamentalmente |as accrones
reguladoras de la secrecidn, tanto pancredtica come dcida gastrica, de este
péptide. Asf, 1a biblingrafia dnicamente registra un trabajo en el cual se
estudian |as acciones de |a CCK sobre [a motilidad gastroduadenal en el pollo,
La falta de estudios previos sobre este agpecto de la regu]aﬂidn de la motifidad
digestiva en 1as aves se debe a: 1) 1os patrones de motilidad gastrointestinal
en las aves no se conocen adn en su totalidad, el numero de estudios
realizados en las aves es, comparativamente, muy inferior al de los realizados
en mamiferos; 2] muchos de los meganismos basicos de regulacidn de la
motiidad gastrointestinal se han caracterizado en las aves muy recientementse,
con mucha posterioridad a los mamiferas v 4) hasta muy recientemente no se
hahia puasto a punta una técnica de registro y andlisis electromiografico que
permitiera estudiar en profundidad determinados aspactos de la maotilidad
gastrointestinal en las aves.

D acuerdo con estos antecedentes, €l abjetive global de este trabajo
ha sido profundizar en gl conogimiento de [os mecanismos de contrel de la
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muotilidad gastrointestinal en las aves y concretamente en el papel de la CCK
en los mismos. Cen esta finalidad , los objetivos concretos planteados han
sido:

1. Estudiar la presencia de factores gastrina-CCK en el tracto digestivo del
polle mediante técnicas inmuenchistoguimicas. Diferenciar ig presencia
especifica v la distribucion de los factores tipe gastrina y tipo CCK
mediante el empleo de anticuerpos especificos.

2. Caraclerizar [2s acgiones de |08 péptidos gastrina de polla y ©CK sobre la
actividad motora v 12 coordinacidn del drea gastroduodenal. Estudiar el
mecanizmg de accidn de la CCK sobre el drea gastroducdenal y los
receptores implicadas &n sus acciones.

3. determinar las acciones de la CCK y de la gastrina gde paollg sgbre 1a
motilidad intestinal, fanto en ayunas comg en perioda postprandial.

4. Comparar [as acciones sobre la motilidad gastroduodenal e intestinal de
la CCK administrada exdgenaments con las observadas en las mismas
dreas a partir de |la estimulacidn de su liberacién enddgena. Comao
gstimulantes de la liberacién enddgena de CCK se emplearan los lipides,
como componantes de la dieta que en los mamiferos son potentes
estimulantes de su liberacidn enddgena.
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Il - MATERIAL, METODOS
Y RESULTADQS



1- ESTUDRIO MORFOLOGICO DE La DISTRIBUCION DE LOS PEPTIDODS
GASTRING ¥ CCK EN EL TRACTOD DIGESTIVO DE LAS AVES.

1.1 - OBJETIVOS

Aunque se ha aislado la CCK del sistermna nervioso central del pollo su
presencia en gl tracto digestivo no ha sido claramente demostrada, a pesar de
gue existen gevidencias, tantg de tipo inmunoldgico comao cromatagrafico, de
la presencia de faciores de tipo gastrina-CCK a este nivel. Recientemente, se
ha aislado un péptido con actividad gastrina (gastrina de pello) en el tracto
digestiva de estos animales. Sin embargo no =e ha estudiado la distnibucidn
relativa de este péptido m su relacidn con los factores tipo gastrina-CCK,
previamente descritos mediante técnicas inmunohistoquimicas. Por lo tanto,
los objetivos de este estudio han sida:

A - Estudiar la distribucidn digestiva de la gastrina de pollo mediante al
empleg de anticuerpos especificos,

B- Determinar la presencia y distribucién intestinal de iz CCK.
enfatizandag las gdiferencias con la gastrina del pollo.

C - Cuantificar la presencia de la gastrina de pollo ¥ de la CCK en e
tracto gastrointestinal.

Para éllg 52 han realizadg estudips inmunchistogquimitos, empleando
anticuerpos con diferentes especificidades, sobre la presencia y distribucién
de los peptidas gastrina y CCK a o large de tode el tracto gastrointastingl del
pollo.
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1.2 - MATERIAL ¥ METODOS

1.2.1 - Obtencidn y procesado de las muestras.

Para esle estudio se emplearon pollos (galfus gaffus) macho de la estirpe
Leghorn Blanca de entre & v 8 semanas de edad. Los animales (n=8&} fueron
eutanasiados mediante una sobredosis i v. de ticpental sadico {Pentothal®
sddica, Abbott Laboratories). Inmediatamente tras ia muerte se abrla ia
cavidad abdominal, se extraia el tracto digestivo completo v se tomaban
muestras de las siguientes localizaciones:

- Estomago:  Compartimiento glandular
Caompartimiento muscLtar
- Piloro
- Dundeno! Rama descendente
Rama ascendente
- Intestine delgado:
- Yeyuno proximal
- ¥Yeyuno distal {a 10 cm pre-diverticulo de la vesicula vitelina)
- leon proximal (a 10 ¢m post-diverticulo de la vesicula vitelina)
- lleon distal fa 5 c¢m de ta unidn ileg-ceco-cdiica)
- Colon
- Ciego

Las muestras siguieron el siguiente procesado, previo at gstudio
inmunohistagquiniico:

1- Fhacién a temperatura ambiente, durante 4 h, en una soleciin de p-
benzoguinana recristalizada al 4% (pesofvolumen) en tampén salino de
fosfato (PBS) (Claruro sédico: O, 2 o/, fostato bisddico: 1.15 gll, fosfato
menosddico: 0.2 gfl; pH 7.4).

2- Fijacidn, a temperatura ambiente durante 24 h, en una solucién de
sacarasz al 20% {pesofvalumen) en PBS.

3- Congelacidn en nitrdgeno fquido.
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4- Caonservacién a -80 *C, hasta el momento de su procesado.

1.2.2 - Tincidn de las muestras

A partirde [as muestras congeladas se ablenfan secciones consecutivas
de 10 um de grosor en criostata. Los cortes fueron tedidos mediante la
técnica de inmunofiucrescencia (MF) indirecta de Coons {1986, El protocolg
sequido para la tincidn fue el siguiente;

1- Incubacidn, durante 16-24 h a 4 °C en un ambiente saturado de
humedad, con el primer anticuerpo,

2- Lavado con FBS del exceso de anticuerpo; s realizaron tres lavados
CONSEcutivos ¢on una duracidn total de 1 h.

3- Incubacidn, durante 30 min a temperatura ambiente, en una zona oscura
¥ en un ambiente saturado de humedad, con el segundo anticuerpo. Este
segundo anticuerpo era una 1gG anti-congje obtenida en cabra vy
conjugada con fluoresceina [Sigma Chamical, 5t. Louis, Missouri,
U.5.A .. La dilucién de este sequndo anticuerpoe fue de 1:16 an PBS.

4- Dos lavades de 19 min con PBS.
5- Monts)e de las secciones en glicerol: PBS (9:1).

Tras este praoceso i@s muestras eran inmediatamente examinadas
mediante un microscopio de fluorescencia estdndar, usande luz ultravicleta de
Lna langitld de onda de 495 nm.

1.2.3 - Controles v blagueas de 1os anticuerpos.

Simultaneamente a la tincidn con cada anticuerpo se realizaron
sisternaticaments controles. Estos controles eran cortes en cuyo proceso de
tincién ei primer antisuarg era sustituide por suero narmal de conejo, para
descartar la posible unidn inespecifica del segundo anticuerpo a proteinas del
tejide.
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Fara determinar |la especificidad de Ios anticuerpgos empleados estos
fueron inmunoabsorbidos tante con CCK-8 corno son gastrina del polle como
con CCK-33. Postericrmente, un grupe de secciones fuesron tenidas
erm@leandn como  primer anticuerpo estas scluciones. El proceso de
inmunoabsorcidnge realizd incubando los diferentes anticverpos en diferentes
sohluciones conteniendo una concentracidn final de 20 pyg/ml de péptido vy de
forma que la cancentracitn final del anticuerpo an estas soluciones fuese igual
a la dilucion de trabajo.

1.2.4 - Recuenio de células

Entre 10 y 12 secciones carrespondientes a8 pilora, yeyunao & leon
(tanto proximal como distall, tefidas con todos los anticuerpos fueran
cempleadas para valorar €l nimerg de células inmunerreactivas presentes en
estag dreas. En estas secciones se conto el ndmero de Celulas claramente
tenidas y diferenciables, en al menos 10 campas por cada seccidn, empleando
un cbjetiva de x25 aumentos. Los resultados del contep celular se expresan
como media £ SEM.

1.2.5 - Reactivos y Anticuerpos

Las reactivas quimicos empleadas en este trabajo fueran adquiridos, si
no se especifica lo contrario, a Sigma Chemical (St. Lowis, Missouri, U.5.A )
y fueran de grado analitice.

Los anticuerpos empleados fugron de las caracteristicas siguientes, que
se pncuentran resumidas en la tabla 11, 1.

A-148
Anticuerpe especifico para el extrerno carboxiterminal comuan de |a
gastrina-CCK. Este anticuerpo estd obtenmido en conejo a partir de su
inmunizacidn frente a la fraccidn C-terminal comun de |a familia.

B-L293
Anticuarpo especifico para la gastrina de polie (@) obtenido en conejo a
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partir del decapéptidd carboxiterminal de la molécuia no sulfatada de la ¢G.

C - Anticuerpa especifico para CCX [A-CCK)
Anticuerpc comercial {(14176-v, Peptide nstitute Inc., QOsaka, Japdn),
uhtenido en conejo por inmunizacién con CTCK-33 porcina conjugada con
tiroglobulina bovina, Altamente especifico para la CCK-33 {entre un B0 ¥
un 100%) v muy baja crosreactividad con la gastrina y la CCK-8 (<0, 19%).

Los anticuerpos fueron diluidos hasta la cancentracidn de trabajo en

PBS, conteniendo un Q,1% de albimina sérica bavina v un Q,01% de azida
sidica.

TABLA (L1 - CARACTERISTICAS DE LOS ANTICUERFOS.

ANTICULREFO PROCEDLNL LA LBTENCION EEFECIFICINIAD DILLCI0M
L4g 1], Dockry* CCK-% no Especifico 1:200
sulFanda C-terminal
pastrina-CCK
L2893 G.). Dochray? ¢G-HF e Especifico 1:50
sulfatada pastona de
pollo
A-CCK Peptide Inst"® CCK-33 Fspacifica L:200
poercina CCK

' Do G.J. Dockray, Physiolopy Department, University of Liverpool, Liverpool, UK.
'« Peptide Institute [nc., Osaka, fapon.
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1.3 - RESULTADOS

La técnica de inmunofluorescencia reveld la presencia de células, con
una clara fluorescencia, distribuidas de forma desigual a lo largo del tracto
gastraintestinal. Las células tefiidas se localizaban exglusivaments a mvel de
ia mucosa, eran gengralmente de forma piramidal y presentabsn un pelo apical
provectandose hacia la loz intestinal. 'a fluorescencia estaba imitada al
citoplasma y a grandes aumentos el nocleo celular era claramente
diferenciable. Las z2onaz en las que se observd la presencia de
inmunorreagtividad (IMRY fueron: pilaro, duodena e intesting delgada. A nivel
del intestina delgado €sta se encontraba mayoritanamente en el yeyuno distal
y deon proximal, sienda escasa en ol resto de dreas. Ni en las difarentes Greas
del estdrmago ni en colon ni ciegos se observd la presencia de IMR (Figs. L1
v 1.2).

1.3.1 - Caracteristicas de 1a IMR del antro pilérico.

El anticuerpo L4B {especifico para el extremo C-terminal de los péptidos
gastrina-CCK) no tifid ninguna célula en esta regidn. Sin embargo, cuando
cortes de la misma zona fueron tefidos con el anticuerpo L283 (especifico
para la gastrina del pollo) {Figs. IL2A v NIL3A} o el A-CCK (especifica para
CCK) se observd una alta densidad de células tefidas (117 240 células
fcampo x312,5 parael L233). La IMR observada en este caso &ra mucho mas
intensa cuando se empleaba ef anticuerpa L293 gque cuando se empleaba el
A-CCK, aunque en ambos casos se ensontraba aproximadamente la misma
densidad de células distribuidas homogenearmente a 10 fargo de toda la
mucasa antrai (Tabla (i 2).

La IMR observada con &b anticuepo L2593 fue blaqueada cuando éste g6
inmunoabsorbid con ¢G {Fig, {IL3B), CCK-33 o CCK-8. La IMR observada al
emplear el A-CCK desaparecid tatalmente al inmuncabsorber el anticuerpo con
c3 y CCK-33 pero se observd una IMR residual cuande la inmunoabsorcidn
fue realizada can CCK-B.
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TABLA [ILZ -

ANTICUERPOS L4, L2935
EFECTO DE LA TNMUNQABSQRCION,

[NMUNORREACTIVIDAD DRERBIDA A

LOS
Y A-CCK: DISTRIBUCION Y

INMUNOABSORCION
L48 CONTROL CCK-E o CCK-33
PILORO - - - -
DUDDEND + - - .
YEYUNOD + - - -
ILECM -4+ +- - -
L3293
FILORO bt - . “a
DUQREND + + - -
YEYUNO + - . -
ILEON -+ + - .
A-CCK
FILOER.D +++ +f- - -
DUQDEND Bt it + .
YEYTUND + + +—+ .
TLEON i+ H+ -+ -

+, H, S 48R pomer relabivo de eélulas inmunotreactivas

(de mener a mayor).

- prevencidn de la inmunorreactividad por preabsorcid e del anticherpo.
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FIG L] - Diagrama del lmsto digestivo del pollo mestrande 1a distribucién de las
¢hiulas con inmunomectividad tipo pastina-CCE.

Mitmere de eélulas por campo %3125 aumentos: D . 1 E . -3 , 3—'?;. ,
=104,

1.3.2 - Caracteristicas de 1a IMR ducdenal.

En el ducdenao, los tres anticuerpos empleados tifergn escasas células
tanto en el asa duodenal descendeante como en la ascendente. Las células
tefiidas presentaban la misma morfolagia que en el pilara vy se localizaban en
las wifli.

La IMR ebienida con el anticuerpe L48 era pravenida mediante su
inmunoabsorcian gon CCK-8, con ¢G o con CCK-33. Ls IMR debida al
anticuerpo £293 desaparecia por inmunoabsorcion del anticuerpo con ¢G vy
con CCK-33 pero ne con CCK-8. La IMA debida al anticuerpo A CCK s0lo se
glimind par inmungabsarcidn con CCK-33 pero no cuando se empled para élin
CCK-8 0 ¢G (Tabla 1.2 v Fig. ill.4}.

Algunos de los cortes realizadas correspandian a ta zona de transicion
entre gl piloro v el duodena. En esta zona, podia observarse que |2 1TMR de la
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mucosa pildrica era bloqueada satisfactoriamente por inmunoabsarcidn de los
anticuerpas con &G, mientras que en el duodeno, cuando se empleaba &l
anticuerpo A-CCK, I1a IMR permanecia tras esta inmunocahsorgién,

1.3.3 - Caracteristicas de la IMR del intesting delgado.

En el intestino todos los anticuerpos revelaron 13 prezencia de ¢élulas
inmunerreactivas, aungue su distribuciénno eéra hamogénea a lo largo de todo
dal. La mayor concentracidn de células inmunorreactivas se encontraba en el
yveyuno distal y en el llegn proximal. En el yeyuno proximal v en el ileon distat,
las celulas reactivas eran escasas, presentando una distribucidn igual a la
descrita para el duodeno {Flgs. 111.2A v [H.5A].

La \MR cbservada con el anticuerpo L48 era mucho mayer en la zona
ileal que en el yeyuno y era bloqueads de forma total tanto por la cG comao
por la CCK-33; sin embargo, tras [a inmuneabsarcién con CCK-8 permanecia
cieria MR, especialmente en el ilepn. El anticeerpo L293 rewvelaba
aproximadamente la misma IMR en yeyuno distal que en ilean praximal y 105
bloqueos daban resultados iguales a los del case anterior, Con permanencia
de cierta IMR en el ileon al emplear para 8llo CCK-8. El anticuerpo A-CCK
revelaba una distribucidn de [a IMR idéntica a la encontrada con el L48 y el
L2293, En este caso ni las inmunoabsorciones del anticuerpo con CCK-8 o con
c(3 eran capaces de eliyminas la IMR presente en el yeyuno v el ileon, aunque
en ocasionas la intensidad de la misma estabra reducida (Fgs [11.28). Por el
gontrario, la inmunoabsarcién con CCUK-33 hizo desaparecer la IMR en todas
fas dreas del intesting delgads {(Fig. 11L.5C). Estas hallazgos estan resumidas
en la tabla |ll.2.

1.3.4 - Recuento de células

La distribucidn de la densidad de ¢élulas inmunorreactivas a lo largo del
tracto digestivo 2e representa en la figura 1. 1.

En el pilore, el anticuerpe L293, especifico para la cG, reveld ia
presencia de una alta densidad de célukas (117 + 20 células/icampo x312,8}.
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Resuliados similares se obtuvieron con el anticugrpo especifico para CCK
(97 20 célulasficampo x312,% miaentras que & LAE, como ya hemos dicho,
na ting 8st3 zonAa.

En el yeyuno distal se encontrd aproximadamente el mismo ndmero de
ceélulas inmunorreactivas con los tres anticuerpos: 3,.0x0,1 célulasfcampo
para el anticuerpo L48, 2,01 1,0 para el L293 v 2,65+ 0,15 para el A-CCK,
El nimero de células tefiidas en fleon proximal fue muy similar para los tres
aniicuerpos y ligeramente superior al del yveyuno: 4,0 + 2,0 células/campopara
el anticuerpo L48, 2,33 +0.4 para ¢l L2983 v 3,37 £ 0,29 para el A-CCK.
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FIG 112 Inmunormeactividad  tipo gastnna-CCR en ¢l tracto gastrointestinal del

pollo. A) piloro incubado con el anticuerpo L.293 v B) ileon proximal incubado con

¢l anticucrpo A-CCK. Escala: 50 pm




FIG. 1113 - Secciones consccutivas cormespondientes al piloro mostrandoe la IMR

debida al anticuerpo L293: A) control; B) tras la inmunoabsorcién del anticuerpo con

gastnna de pollo. Escala; 20 pm
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FIG 1114 - Secciones consecutivas correspondientes al duodeno mostrando la IMR
debida al anticuerpo A-CCK: A) control, B) tras la inmunoabsorcién del anticuerpo
con gastnna de pollo. Escala: 20 pm
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FIG. 1115 - Sceciones consccutivas comespondientes al ileon proximal mostrando la

IMR debida a0 A) al anticuerpo 1A% 3y al anticuerpo A-CCK  tras  su

inmunoabsorcion con oG v O) al anticuemo A-CCK tras su inmunoabsorcion con

CCR-33 Eseala: 20 pum




2 -  ACCIONES DE LOS PEPTIDOS DE LA FAMILIA GASTRINA-CCK SOBRE
LA COORDINACION ¥ LA ACTIVIDAD MOTORA GASTRODUODENAL

2.1 - OBJETIVOS

Los péptidos de la familia gastrina-CCK participan de forma fisioldgica
en ¢l control de la matilidad gastrointestinal, Esta actividad ha sido
ampbamente estudizda en o3 mamiferos, se conocen los receptores
implicados en estas acciones y se ha estudiade la potencia relativa de
diferentes farmas moleculares vy de moléculas anélogas.

Sin embargo. en et polle, como ya hemos visto, ne 5¢ conoce la forma
molecular de la CCK inmtestinal v 105 estudios reahzados empleando formas
maoleculares propias de los mamliferos son muy escasos. Respecto & la Unica
molécula de esta familia aislada en &l polle, 1a gastrina de pollo (€G), no se
han realizadg estudios tendientes a determinar g actividad dé esta molscula
an el controd de ta actividad motora gastrotntestinal en las aves. De acuerdo
con estos antecedentes, los objetivos planieados en este primer gstudio
funcignal han sido;

A - Estudiar el efecto de |la CCK-8, la CCK-4 y |a gastrina de pollo sobre |a
actividad motora v la coordinacién del drea gastroduddenal.

B - Valprarla actividad de estos péptidos realizando curvas dasis-respuasta
paEra las miseros.

C - Estudiar los receptores de CCK implicados en las efectos observados
debidos a este paptido.

Fara lograr estos objetivos se hanrealizado estudios electromiograficos
de |a actividad eléctrica del drea gastroduodenal en perfodos cantrol v durante
la infusidn de diferentes dosis de |laos péptidos a estudiar, valordndose
diferentes parametros indicatives de la actividad motara de esta zana del
tracto gastrointestinal.

- g5 .



2.2 - MATERIAL ¥ METODOS

2.2.1 - Animales de experimentacidn: estabulacidn y mantenimiento

Las experiencias fueron realizadas con polles (Gatus galles) macho da
Iz estrpe Legharn Blanca, Se empiearon 16 animales, de entre 6 v 9 semanas
de edad y un peso que oscilaba entre los 600 v Jos 1000 g durante todo &l
periodo experimental.

Los animales fueren mantenides en grupo desde el dia de su nacimienta
hasta el dfa de [a implantacidn quirdrgica de los electrodos para
electromiografia. A partir de este momente ge alojaroen en cubiculos
individuatzadas. Durante todao el perfodo experiemental el fotoperiodo fue
constante, de ciclas de 12 horas lez/12 horas oscuridad, durando las fases
de luz de 8:30 a 20:30 horasz, De la misma forma, el agua y el alimento fue
de libre acceso durante todo el perfodoa.

La composicion de Iz dieta fue variable a 1o largo del perfodo de cria de
fos animales, Entre el dla 1 y el 15 de vida los animales racibreran un pienso
comercial estdndar parz pallos en crecimiento {Unipollo, Gallina Blanca
Purina), cuya composicidn puede verse en La tabla 1.3, A partir del dia 15 de
vida v ya de forma constante durante todo el pericdo experimental los
animales recibieron un dieta consistante en una mezcla del pienso para pollos
descrito anteriormente y de un pienso comercial estandar para gallinas
ponedoras {Unipuesta, Gallina Blanca Purina), en una proporcidn 20-20%; la
composicidn de esta dieta puede verse en la tabla [II.3. Este cambio en la
alimentacidn se considerd el més apropiado, ya gue la composicion de esta
dieta es similar a la que reciben estos animales [machos de gallina ponedoral
de forma estandar,
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TABLA I11.3 - COMPOSICION DE LAS DIETAS
RECIBIDAS POR LOS ANIMALES™

UNIFOLLO UNIFOLL O/UNI-

PUESTA (RS20 %)
Humedad 11,7 4% 11,0 %%
Frotcinz Bruta 17,0 % 13,2 %
Crasa Bruta g0 % 3,9 %
Fibm Bruta 3.7 % 4.7 %
Cenigps Brutas 1,2 %o A
Extracte libre 56,4 % 57,1 %

de nitrageno

" Bin tener £n cnenta ¢l comector vitaminico,

2.2.2 - Preparacion de los animales de experimentacion
2.2.2.1 - Implantacidn guirdrgica de los electrodos

Laos electradas se implantan crdnicamente en la2 pared muscular del
tracto gastrointestinal mediante una intervengidn quirdrgica, pravia anestesia

total de los animales. La técnica anestésica empleada consta de dos pascs:

- Preanestesia: Diazepam (1Q mg/kg 1o}
Sulfato de atropina (0.1 marfkg /. m.)

- Anestesia: Pentobarbita! sédice (20 mgfkg fv.)
En el mamenta de la implantacidn de |08 electrodas 10s animales tenian

4 semanas de sdad v entre 400 y 450 g de peso.
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Los electrodes empleados para los registros electromiogréficos son de
una aleacidn de niquel/cromo [80/20 %} recubiertos de poliamida aislante, con
un didmeatro de 120 gm (Microfilm Industries, Renens-Lausanne, Suiza). La
técnica de implantacién de los mismos fue descrita por Roche {1971} en la
galling v usada posteriormente con €xito por diferentes autores. Consiste en
un abardaje de la cavidad abdominal mediante una laparotomia lateral
izquierda. Una wvez abierta la cavidad abdominal se localizan |as diferentes
dreas anatdmicas del tracto gastrointestingl donde se desea implantar los
electrodos,

La implantacidn crdruca de los electrodos se realiza mediante una aguja
hipodérmica con la que, a modo de trocar, se atraviesa |a pared muscular del
intestino, sin llegar a8 1a luz del mismo. Por |a luz de la aguja, a modo de
fiador, se introduce un exiremo det electrodo, del gue previamente se ha
eliminada la capa de poliamida aislante, Cuando se retira la aguja, el elactrodo
gqueda atravesande la pared muscular. La fijacién de éste al intestino se realiza
mediante el trenzado de uno de sus extremos alrededaor del otra, formandoe
una especie de bucle iFig. L&), La eliminacidn previa de la capa de poliamida
asegura que la zona conductora del electrodo guede en contacto con la capa
muscular. En la implantacidn, los electrodos se colocan en grupos de tres,
separdndose entre si de 3 2 & mm; aunque luego en los registros se emplean
sdlo dos electrodos. Esta técnica parmite registrar con varias combinacienes
de dos electrados, aumentando la seguridad de la irnplantacidn,

Finalizada la implantacidn, 1oz electrodos se agrupan y sg externorizan
a través de una contraabertura en la pared abdominal v se llevan, mediante
una tunelizacién en &l tejido subcutdneo, hasta el dorso del animal, donde se
ex({ragn. Entonces son recubiertos con cinta adhesiva protectara v sujetados
convenientemente a! dorso del animal hasta €l momento del registro.

Para este experimento se implantaron 5 tripletes de electrodos en:

- Compartimiento glandular del estémaga.

- Musculo erdnea-darsal del compartimientd muscular del estdmago

- Misculo caudo-dorsal del compartimiento muscular del estémago

- Rama descendente del asa duodenal (6 ¢m del piloro) tduodeno proximall
- Rama ascendente del asa duodenal {15 cm del pilorg} (ducdeng distall.
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FIG. 11L& - Representaci da ¢squemdtica de la téonica de implantacién cronica de
eleetrados en la muscdatura pastrointestimal {medificado de Ruckebush y Brady,
{9823,

a) Introduceidn dul trocar en la musculatura v paso del electrodo.

b) Fijacion del electrodo 2 la pared muscular.

Estos electrodos nos permiten registrar tadas los eventos eléctricos gue
ze producen durante un cicle gastrodugdenal ¥y por lo tanto estudiar |a
actividad motora y la coordinacidn de asta area.

2.2.2.2- Cateterizacidn

Un dia antes de iniciarse los registros slectromiograficos los animales
fueron equipados con un catéter de polivinilo (0,50 y 0,80 mm de didmetras
interna y externo respectivamente) {Clear Vinyl Tube, Dural palastics &
anginesaring, Auburn, Australial implantado erénicamente &n una vena del ala
(V. basiical. Previa anestesia local (Clorhidrato de mepivacalna, Scandinivsa
19™ la vena era disecada vy ligada y el catéter imreducido en su luz y fijado
mediante vna doble ligadura.

Los catéteres fueron periddicamente revisados y sU luz 52 mantuvo

abierta mediante su perfusidn con suerp fisicldgico heparinizado, que prevenia -
la formacidn de codgulas.
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2.2.3 - Registros electromiogrificos y analisis

Los registros electromigrdficos se iniciaron a los 19 dias de la
implantacién de los electrodos, cuando, de acuerdo con los estudios de
Jiménez (1931) y Jiménez et &/ (1983a), la actividad motora puede
considerarse tatalmente recuperada.

Durante los periodos de registro 105 animalas se situaban en una zona
aislada, con temperatura y ambiente controlados, separados dei investigador,
Los electroedaos fueron cenectados a un "interface" {pb 40070, Panlab Ltd.,
Barcelona) situado al lade de la jaula que ocupaba el animal v que estaba
conectado 8 su vez 8 un sistema de amplificadores de alta ganancia ¥ a un
banco de filtros {Lectromed MTEP, Lactromed Ltd., Jersey Channel Islandgs,
L.k}, El filtrado de la sefal se realizd mediante |a ascciacidn de un sistema
de filtraos farmado por un filtro pasa-bajos (50 Hz. -6 dB) v un filtro pasa-altos
(32 Hz, -BdB}. Estos filtros permiten registrar las salvas de potencial
asociadas g las contracciones musculares de una forma neta {Jiménez, 1991;
Jiménez gt af., 1992c).

La sefial era registrada schre papel mediante un registrador {Multitrace
8, Lectromed Ltd., Jersey Channel Islands, UK.} a una velocidad de 0,28
cr/min y simultdneamente digitalizadas para su posteariar andlisis. El sistema
de digitalizacién empleado cansta de un conversar analdgico/digital/analdgico
{A/DIAY de 8 bites de resolucidn v ¢on una frecuencia de muestreo de 50 Hz
(50 muestras por sequndo y canal registrado). Los datos digitalizados eran
almacenados en el disco duro de un ordenadar gara su posterior analisis. Este
sisterna de captacidn y almacenamiento de la seqial electromiografica ha sido
descrito y empleadn con éxito an las aves por Jiménez {13971 v Jiménez et
2f (1992c) v se describe también el {a introduccidn de esta memoria.

Las registras almacenados en el ordenador fueron sometidos a un
anilisis consistente an;

1 - Integracién, a intervalos de tiempo de 1 min.

2 - Valoracion da la frecuencia de contraceiones gastricas durante los 10
min de registro control y durante los 10 min correspondientes al
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tratamiento.

3 - Estudio cualitativo de la actividad dupdenal, tanto durante el perfodo de
contral como durante el trempo de tratamiento, a partir de la
reproduccion de los archivos electromiograficos a alta velocidad.

2.2.4 - Tratarniento de los resultados
Z2.2.4.1 - Resultados de la integracidn

Los wvalores obtenidos de la integracidn de los registros fueron
traspasados a una hoja de cdlculo informatizada {Lotus-123). Para evitar 1a
variabilidad interindividual debida a 1a calidad d& |a implantacidn y facilitar la
comparacisn entre los diferentes animales, se calculd et valor medio de las 10
min de pericdo basal de registro. Exta media 52 resto entonces de todaos los
gatos resultantes del proceso de integracidn y el valor obtenido de ests
gperacidn 3¢ danoming "delta”, Este pardmetro "delta" puede ser un walor
tanta positivo [mostrando entonces incrementos de actividad eléctrica
respecto del valor basal comeo negativo imostrando descensos de la actividad
eléctrica respecto del valor basall.

Los  wvalores obtenidos de este cdlculo  fueron  analizados
estadisticamente mediante el programa estadistico SPSS para PC. Los datos
fueran sometidos a un andlisis de |la varianza y postericrmente a un test de
Dungan, que permite determinar diferencias existentes entre una sene de
datos individuales y una poblacidn considerada como un control. Se considerd
que existian diferencias significativas entre 105 datos estudiados cuando
p<0,05,

2.2.4.2 - Freguengia del cicto gastrico

La frecuencia de contraccidn de todas las dreas gastricas fue estimada
como ciclos/10 min, tanto para el perlodo dé registra basal como para el
penodo de infusidn de las diferenies substancias testadas, Los resultados
obtenides se compararon mediante el test estadistico no paramétricg U de
Mann-Whitney. Las diferencias se considerargnsignificativas cuandop <0,05.
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