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SUMMARY

In this work, we have carried out a stereological and
ultrastructural study in order to verify the action of Pi-
renzepine on regenerating parietal cells. We have
used a control group and operated or non-operated
groups treated with 1, 5 and 25 mg/kg/day Pirenzepi-
ne. In operated groups an ulcer was provoked by cau-
terization with a metallic plate in the gastric fundus.

Parietal cells in operated groups showed mitochon-
dria with altered crests, a fine granular matrix and a
large number of tubulo-vesicles. The comparative ste-
reological analysis demonstrates a generalized decrea-
se in the mitochondria, canaliculi and lisosomal vo-
lume density, and an increase in the tubulo-vesicle vo-
lume density. Changes detected in these cellular
structures would originate a decrease in the produc-
tion of CIH.
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RESUMEN

Para comprobar la accién de la pirenzepina sobre células
parietales en regeneracién, hemos realizado un estudio este-
reolégico vy ultraestructural. Para ello utilizamos grupos con-
troles y de tratamiento con el farmaco a dosis de 1, 5 y 25
mg/kg/dia, operados y no operados. En los grupos operados
se realiz6 una ulcera por cauterizacién mediante una platina
metilica a nivel de fundus gastrico.

Morfolégicamente, las células parietales de los grupos ope-
rados presentaban mitocondrias con alteracién de crestas y
una mairiz finamente granular, asi como gran cantidad de tu-
bulovesiculas. El analisis estereolégico comparativo entre
grupos controles y de tratamiento muestra un descenso ge-
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neralizado en la densidad de volumen mitocondrial, canali-
cular y lisosomal, y un aumento de la densidad de volumen
tubulovesicular. Los cambios detectados en estas estructuras
celulares provocarian un descenso en la produccion de CIH.

PALABRAS CLAVE: Pirenzepina, células parietales, estudio
estereoldgico.

INTRODUCCION

Durante la tiltima década hemos vivido importantes cam-
bios en el conocimiento de la enfermedad ulcerosa gastro-
duodenal, sobre todo con respecto a los factores fisiopato-
16gicos, evolucién y posibilidades terapéuticas.

La secreci6n de 4cido clorhidrico estd intimamente rela-
cionada con las células parietales de las glandulas findicas
de la mucosa gastrica. Hoy se conocen bien tres tipos de
receptores:

¢ Colinérgicos. De tipo muscarinico en la célula parietal.
¢ Histaminérgicos. De tipo H, en la célula parietal.
¢ Gastrinicos.

Trabajos recientes nos indican que pueden existir recep-
tores para otros tipos de péptidos, tales como B, simpatico-
miméticos y opidceos (1, 2).

Tradicionalmente, el sistema nervioso colinérgico ha sido
considerado como mediador de un amplio espectro de ac-
ciones bioldgicas a través de receptores muscarinicos y ni-
cotinicos. La pirenzepina, un compuesto triciclico pertene-
ciente al grupo de las piridobenzodiazepinas, es el primer
antagonista que distingue entre diferentes subclases de re-
ceptores muscarinicos (A o M, By C o M,) segiin su ma-
yor o menor afinidad (3-9), habiéndose demostrado que in-
hibe la secrecién de 4cido y pepsina basal y estimulada tan-
to en animales como en la clinica humana (10-14), asi como
un efecto citoprotector en estudios experimentales sobre
mucosa géastrica de rata (15-17).

Las células parietales se originan por diferenciacion de las
células madres localizadas en la region del cuello glandular.
A medida que maduran migran a zonas mas profundas de
la glandula, haciéndose menos activas en la secrecion de



https://core.ac.uk/display/51403335?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

124 (26) F. Ibdriez Delgado y cols.

ClH, es por ello que en nuestro trabajo hemos escogido la
zona del «cuello», por ser la regién mds rica en células pa-
rietales (11, 18-20).

Morfolégicamente, estas células presentan canaliculos se-
cretores revestidos de microvellosidades, resultado de la in-
vaginacion de la membrana plasmdtica apical. En el cito-
plasma de estas células también encontramos formaciones
membranosas como el sistema tubulovesicular, y como or-
gdnulo mds representativo las mitocondrias. Se han recono-
cido varias categorias funcionales atendiendo a estos para-
metros morfologicos (18, 21-23).

En anteriores trabajos, tanto a microscopia optica como
electrénica (11, 12), hemos podido observar que la pirenze-
pina a diferentes dosis produce alteraciones tanto de la cé-
lula parietal como en sus organulos. El objeto del presente
estudio experimental ha sido correlacionar los cambios ul-
traestructurales de determinados pardmetros citoplasmicos
de células parietales en mucosa gastrica en regeneracion,
con el estado funcional de la célula bajo tratamiento con di-
ferentes dosis del fdrmaco pirenzepina. Para ello hemos rea-
lizado un analisis estereoldgico basandonos en las determi-
naciones estadisticas de diferentes estructuras celulares.

MATERIAL Y METODOS

En nuestro estudio experimental hemos utilizado ratas
macho de la raza Sprague-Dawley de una misma camada, con
peso medio entre 225 y 275 gramos y edad de unos dos-tres
meses, siendo distribuidas en diferentes grupos. Grupo con-
trol operado (CO), grupo control no operado (CNO), gru-
pos de tratamiento con pirenzepina a distintas dosis, opera-
dos y no operados. La distribucion de los distintos grupos
es la siguiente:

CO: Operados ( n=6). Dosis 1 ml solucién salina.
CNO: No operados (n=6). Dosis 1 ml solucién salina.
Grupos pirenzepina:
I. Operados (n=6). Dosis de 1 mg/kg/dia.

II. Operados (n=6). Dosis de 5 mg/kg/dia.

III. Operados (n=6). Dosis de 25 mg/kg/dia.

IV. No operados (n=6). Dosis de 1 mg/kg/dia.

V. No operados (n=6). Dosis de 5 mg/kg/dia.

VL. No operados (n=6). Dosis de 25 mg/kg/dia.

Los animales fueron criados y mantenidos en laboratorio
con idénticas condiciones ambientales, en jaulas habituales
con suelo de malla metdlica para evitar la coprofagia, dieta
estandar y agua libre.

A los grupos controles se les administré diariamente en-
tre las catorce y dieciséis horas, 1 ml de solucion salina a tra-
vés de una sonda intragdstrica; de igual manera a los gru-
pos tratados con pirenzepina se les administraron las dife-
rentes dosis anteriormente expuestas disueltas en 1 ml de so-
lucién salina.

En los grupos operados, tras veinticuatro horas de ayuno
con acceso libre al agua hasta ocho horas antes a la inter-
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vencion, se procedio a una anestesia intraperitoneal con hi-
drato de cloral al 35% (0,1 mi/100 mg de peso), posterior-
mente se practicé laparotomia media con exteriorizacion del
estémago glandular a través del no glandular previa incision,
determindndose una zona estandarizada a nivel de la curva-
dura mayor del fundus, inferior a la hendidura géstrica. En
esta zona se producia una tlcera por cauterizacion aplican-
do, durante un minuto: una platina metalica de 1,5 cm de
didmetro calentada a 70" C.

Tras noventa dias de tratamiento todos los animales fue-
ron anestesiados y se procedié a la apertura de torax y ab-
domen, canuldndose la aorta a través del ventriculo izquier-
do y comenzando una perfusion con suero fisioldgico a 25
ml/minuto durante cinco minutos; para evitar el tapona-
miento cardiaco y permitir la extravasacion de la sangre se
procedia a la apertura de la auricula derecha.

Una vez que el estomago mostraba sus vasos sin sangre
se continuaba con la fijacién, mediante una solucion prepa-
rada en ese momento y compuesta por paraformaldehido al
3% y glutaraldehido al 2,5% en tampdn cacodilato sddico
0,1 M a pH 7,2. Tras diez minutos de fijacion el estdmago
era extraido y colocado sobre una placa de Petri, abriéndo-
se por la curvadura menor para no interferir sobre la zona
ulcerada. Identificada esta zona o bien una zona anatémica
similar en los no operados, se procedi6 al troceado en frag-
mentos de aproximadamente, | mm’. Estas piezas se fijaron
durante tres horas y posteriormente fueron lavadas en tam-
pén cacodilato sddico 0,1 M pH 7,2 con sacarosa al 7,5%,
manteniéndolas durante veinticuatro horas a 4" C. Posterior-
mente, fueron postfijadas durante dos horas con tetréxido
de osmio (Os0,) al 1% en tampdn cacodilato sddico. A con-
tinuacion se lava en el mismo tampon siguiéndose con el
proceso de deshidratacion en acetonas de concentraciones
crecientes para realizar, por dltimo, la inclusién en resina.

El estudio ultraestructural fue realizado sobre secciones
finas (80 nm) obtenidas en un ultramicrotomo LKB III y re-
cogidas en rejillas de cobre. Las muestras fueron contrasta-
das con acetato de uranilo y citrato de plomo, observandose
en un microscopio electrénico Siemens Elmiscope 102. Las
microfotografias se realizaron en placas Agfa-Gevaert Scien-
tia (6% 9).

El estudio estereoldgico se realizd siguiendo el método de
contaje de puntos descritos por WEIBEL (24). Se escogieron
10 fotografias al azar por grupo, con un aumento final de
% 30.000, sobre las que se colocaba una malla cuadrada de
0,5 cm de lado por cuadricula, las intersecciones entre las li-
neas verticales y horizontales eran usadas como puntos test.

Determinamos una serie de pardmetros, como la densi-
dad de volumen de diferentes estructuras celulares (mito-
condrias, canaliculos, tubulovesiculas y lisosomas) mediante
la férmula Vv=Po/Pt, siendo Po la media de puntos conta-
dos sobre cada uno de los orgdnulos y Pt la media de pun-
tos de la célula parietal descontando aquéllos del nicleo. Pa-
ra el area mitocondrial utilizamos la férmuta Am=Pm-
X Ap/Af, donde Pm es la media de puntos contados en las
mitocondrias, Ap es el drea correspondientes a una cuadri-
cula del sistema de analisis utilizado y Af el aumento final
de las fotografias estudiadas.
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FIG. L.—Grupo control no operado. Aspecto general de una célula oxintica en
la que se observa gran cantidad de mitocondrias con gruesas crestas (flecha),
el canaliculo aparece ocupado totalmente por microvellosidades (cabeza de fle-

cha). En el citoplasma se ven tubulovesiculas (tv) y cuerpos multivesiculares
(*). 4000 x.

Las diferencias en los valores de los distintos parametros
estudiados en los grupos controles y de tratamiento fueron
analizadas mediante el test ¢ de Student-Fisher. Cuando la
aplicacion previa del test f de Snedecor no nos permitia ase-
gurar la igualdad de las varianzas de los grupos comparados
se empled la prueba no paramétrica u de Mann-Whitney.
Para una p<<(,05 las diferencias entre valores fueron consi-
deradas como significativas.

RESULTADOS

Grupos controles

Morfologicamente, las células parietales del grupo Con-
trol no operado presentan un niicleo eucromaético y redon-
deado, un citoplasma ocupado por abundantes mitocondrias
con gruesas crestas, un sistema tubulovesicular muy desarro-
llado y algunos cuerpos multivesiculares. El canaliculo se
muestra ocupado por numerosas y cortas microvellosidades
(fig. 1).

Las principales diferencias morfoldgicas de los elementos
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FIG. 2.—Grupo control operado. Célula parietal en la que se observan mito-
condrias sin crestas (flecha) y figuras mielinicas (cabeza de flecha) provenien-
tes de la degradacion de estructuras celulares. 8000 % .

parietales del grupo Control operado con respecto al ante-
rior grupo, fueron la presencia de mitocondrias con una ma-
triz finamente granular en la que, a veces, aparecian delga-
das crestas. En el citoplasma se detectaron numerosas es-
tructuras degradativas (fig. 2).

El andlisis estereoldgico comparativo de ambos grupos de-
mostré una disminucion significativa del drea mitocondrial
y un aumento de la densidad de volumen lisosomal del CO
con respecto al CNO (tabla I).

Grupos tratados con pirenzepina.
Operados

En estos grupos el rasgo morfoldgico mds destacado fue
la presencia de mitocondrias con una matriz finamente gra-
nular, sobre todo a dosis media y alta (Grupos II'y III). En
el citoplasma se aprecia un sistema tubulovesicular muy
abundante, mientras que la presencia de lisosomas fue me-
nor que en el CO (fig. 3).

La estereologia nos permitié reconocer diversas modifi-
caciones que produce el tratamiento con pirenzepina. En el
grupo I (dosis media) provocd un descenso significativo en
la densidad de volumen miticondrial; por el contrario, en el
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TABLA 1
Grupos controles
co CNO
Dens. Vol. Mit.
(% Vol. Cit.) 3525 +1,47 34,44+ 2,03
Area Mitocon,
{(pm?) 0,238 = 0,0042* 0,341+0,0072
Dens. Vol. Canal.
(% Vol. Cit.) 2,69+0,59 2,36+0,59
Dens. Vol. T-V
% Vol. Cit.) 6,52+1,40 8,68+1,58
Dens. Vol. Lis.
(% Val. Cit.) 4,36+0,76* 1,13%0,16

X+ ES.
* Df. Sig. p<0,01 ¢ Student-Fisher.

grupo I (dosis minima) el drea media mitocondrial aumenta
significativamente con respecto al CO. Otro componente
afectado fue el sistema tubulovesicular, aumentando su pre-
sencia en el citoplasma proporcionalmente al aumento de la
dosis de farmaco utilizada. Este incremento va acompaiiado
del descenso en la densidad de volumen del canaliculo, pues
estas dos estructuras estdn inversamente relacionadas. El
descenso de lisosomas ya detectado a nivel morfolGgico fue
confirmadio estereoldgicamente en todos los grupos con res-
pecto al CO (tabla II).

No operados

La observacion de estos grupos nos mostrd los efectos que
la pirenzepina provoca en las células parietales de mucosa
géstrica no ulcerada. Este formaco afecta a la mitocondrias,
sobre todo a las dosis media y alta ensayadas (Grupos V
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FIG. 3.—Grupos pirenzepina operados. Estructura degradativa en el citoplas-
ma de una célula parietal (flecha), probablemente originada a partir de mito-
condrias en las que no aparecen crestas (cabeza de flecha). 8000 .

y VI), produciendo la desorganizacion del interior mitocon-
drial y la ruptura de las crestas. También fue posible ver en
estos grupos células con niicleos picnédticos y con el espacio

TABLA 11
Grupos operados
cO G1 G Gt
Dens. Vol. Mit.
(% Vol. Cit.) 3525+147 35,28+1,59 28,20+ 1,56* 35,97+1,30
Area Mitocon.
{um?) 0,238 = 0,0042 0,327+0,0072* 0,235=0,0057 0,246 +0,0051
Dens. Vol. Canal.
(% Vol. Cit.) 2,69+0,59 2,05+0,50 1,16 20,27 0,69+0,38(1)
Dens. Vol. T-V
(% Vol. Cit.) 6,52+1,40 7,07£1,79 9,73+1,47 1227+1,58(2)
Dens. Vol. Lis.
(% Vol. Cit.) 4,36 +0,76(3) 1,22 £0,20(3) 0,85+0,09(3) 1,75+0,23(3)
X+ES

* Dif, Sig. con el resto de grupos p<0,01 ¢ Student-Fischer
(1) Dit. Sig. con CO p<0,01 ¢ de Student-Fisher.

(2) Dit. Sig. corn CO p<0,05 ¢ Student-Fisher.

(3) Dig. Sig. con CO p<0,01 u de Mann-Whitney.
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FIG. 4.—Grupos pirenzepina no operados. Célula en la que se muestra un ni-
cleo picnético y con un espacio perinuclear dilatado (flecha), en las cercanias
podemos observar un dictiosoma (cabeza de flecha), mitocondrias con crestas
delgadas y otras con un interior homogéneo. El canaliculo (c) estd totalmente
ocupado por microvellosidades y existe un moderado desarrollo del sistema -
bulo-vesicular (tv). 5000x.

perinuclear dilatado por un material poco denso a los elec-
trones (fig. 4).

El analisis estereologico de las diferentes estructuras ce-
lulares muestra que la pirenzepina provoca un descenso sig-
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nificativo en la densidad de volumen mitocondrial en dosis
baja y alta y en el componente tubulovesicular del grupo de
dosis media (tabla III).

DISCUSION

La célula parietal es una de las células epiteliales mas di-
namicas, existiendo una estrecha relacion entre su estructu-
ra y funcién. Al estimular la produccién de CIH aumenta la
superficie secretora, y ello podria deberse a la fusién de es-
tructuras endopldsmicas tubulovesiculares con la membrana
plasmatica apical, como ha sido demostrado en anima-
les (25-27). Es por ello que la variacion de estos y otros pa-
rametros nos indicarfan de manera indirecta la actividad se-
cretora de este tipo celular.

El anilisis comparativo de los grupos controles mostré
que la densidad de volumen mitocondrial fue similar en am-
bos grupos, apoyando la hipdtesis de que las células parie-
tales del CO localizadas en ulceras tras noventa dias de re-
generacion son maduras. Estas células se encontrarian en un
estado de reposo, mostrando valores tubulovesiculares muy
similares a los descritos por otros autores para esta situa-
cién (28). Sin embargo, existen diferencias significativas en-
tre el CO y el CNO. El tamano medio mitocondrial del CO
es menor, mientras que la densidad de volumen lisosomal
aument6 con respecto al CNO. Ello podria deberse a una
rdpida renovacion de las mitocondrias, haciendo que su ta-
mano medio descendiese, mientras que la presencia de una
mayor cantidad de lisosomas se deberia a degradacién de es-
tructuras celulares entre ellas las mitocondrias que se obser-
van con alteracion de sus crestas.

La pirenzepina provoca un descenso de la densidad de vo-
lumen mitocondrial, tanto en los grupos no operados como
en el grupo no operado de dosis media. Esta disminucién
de la densidad de volumen mitocondrial ha sido relaciona-
da con una disminucién de la secrecién de CIH en las célu-
las parietales (29-31).

Por otra parte, el tratamiento con este farmaco, sobre to-
do a dosis media y alta, provoca fenémenos alterativos en

TABLA IIf
Grupos no operados
CNO GIV GV G Vi
Dens. Vol. Mit,
(% Vol. Cit.) 34,44 2,03 28,51+ 1,40* 29,41+231] 2742217
Area Mitocon.
(um’) 0,341 £0,0087 0,301 £ 0,0055 0,301 10,0053 0,333 £0,0072
Dens. Vol. Canal.
(% Vol. Cit) 2,360,599 1,10+0,25 3,07+0,50 231 +0,68
Dens. Vol. T-V
(% Vol. Cit.) 8,68 +1,58 534x1,17 330+1,61* 5,74 % 1,56
Dens. Vol. Lis.
(% Vol. Cit) 1,13x0,16 0,93+0,15 0,83+0,18 1,21x0,11
X +ES.

* Dif. Sig. p<0,05 1 Student-Fisher.
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las mitocondrias, con disgregacidn y rotura de crestas mito-
condriales. Estas alteraciones han sido relacionadas con un
déficit de moléculas energéticas, limitando, por tanto, el fun-
cionamiento del complejo enzimatico ATPasa H*, K*, lo-
calizado a nivel de membrana y encargado del transporte de
H+ hacia el interior del sistema tubulovesicular, quedando
disminuida o inhibida la secrecién de CIH (32).

El canaliculo y las tubulovesiculas son una medida indi-
recta de la actividad secretora icida de la célula parie-
tal (33). El aumento progresivo, directamente relacionado
con la dosis de farmaco utilizada, que observamos en la den-
sidad de volumen tubulovesicular de los grupos operados y
tratados con pirenzepina y que va acompafiado con el
correspondiente descenso de la densidad de volumen del ca-
naliculo, indican que estas células se hallan en reposo en su
secrecidn de CIH. En los grupos no operados hay un des-
censo generalizado de la densidad de volumen tubulovesi-
cular, aunque sdlo significativo en el grupo de dosis media.
Esto no conduciria a un aumento de la secrecidn, ya que la
densidad de volumen canalicular deberia de haber aumen-
tado al estar inversamente relacionadas (25, 33, 34), y este
incremento no se produce.

El descenso de lisosomas en el citoplasma de los grupos
operados y tratados con pirenzepina puede deberse a una
menor lisis celular o al menor metabolismo de estas células,
que no presentarfan procesos de recuperacién de membra-
na debido a su estado de reposo en la sintesis de CIH. Esta
iltima hipétesis debia de reflejarse en una disminucién si-
milar en los grupos no operados, el descenso que hemos de-
tectado no es significativo, por lo que parece mds correcta
la primera hipotesis.

Para nosotros los pardmetros morfolégicos y estereologi-
cos expuestos anteriormente podrian reflejar un descenso en
la produccién de CIH, que, junto con la disminucién del por-
centaje de células parietales en la mucosa gastrica propicia-
da por el tratamiento con pirenzepina (11), haria que este
farmaco se mostrara eficaz en el tratamiento de la dlcera
gastrica en regeneracion.

Correspondencia:
J. Torreblanca Lopez.
Departamento de Biologia Celular.
Facultad de Biologia. Universidad de Sevilla.
Avenida Reina Mercedes, s/n.
41012 Sevilla.
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