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Efectos de la ranitidina sobre células parietales en regeneracion.

Estudio estereoldgico
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SUMMARY

In this work, we have carried out a stereological and
morphological study in order to verify the effects of
Ranitidine on regenerating parietal cells. We have
used a control group and operated or non-operated
groups treated with 2, 10 and 50 mg/kg/day Ranitidi-
ne. In operated groups an ulcer was provoked by cau-
terization with a metallic plate in the gastric fundus.

Groups treated with high doses of Ranitidine sho-
wed an increase in the connective tissue of the gas-
tric mucosa. The stereological study in treated groups
shows a decrease in the parietal volume density, and
an increase in the cellular profile. Changes detected
in the parietal volume density would originate a de-
crease in the production of CIH.
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RESUMEN

Para comprobar la accién de la ranitidina sobre células pa-
rietales en regeneracién hemos realizado un estudio morfo-
l6gico v estereoldgico. Para ello utilizamos grupos controles
y de tratamiento con el farmaco a dosis de dos, 10 y
50 mg/kg/dia, operados y no operados. En los grupos ope-
rados se realiz6 una iilcera por cauterizacién mediante una
platina metélica a nivel de fundus géstrico.

* Hospital «Infanta Elena».
** Departamento de Ciencias Morfoldgicas. Universidad de Se-
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Morfolégicamente los animales bajo la accién del farmaco
ofrecieron un aumento del componente conectivo de la mu-
cosa findica a las mayores dosis utilizadas. El estudio este-
reolégico en los grupos de tratamiento muestra un descenso
en la densidad de volumen de células parietales directamen-
te proporcional a la dosis utilizada, este descenso va apare-
jado a un aumento del area celular. La disminucién de la
densidad de volumen de células parietales podrfa provocar
un descenso en la produccién de CIH, y, por tanto explica-
ria, en parte, la eficacia de este farmaco en el tratamiento de
la dlcera gastrica en regeneracién.

PALABRAS CLAVE: Ranitidina, célula parietal, estudio
estereologico.

INTRODUCCION

La integridad de la mucosa gastrica es resultado de un
equilibrio entre los factores agresivos, representados por €l
4cido clorhidrico y la pepsina fundamentalmente, y los fac-
tores defensivos relacionados con la propia estructura de la
mucosa gastrica.

El mejor conocimiento de las bases fisiopatologicas de la
célula parietal ha permitido la obtencién de nuevos firma-
cos, que pueden actuar a distintos niveles de la misma:

a) Bloqueando los receptores de la célula parietal.

b) Regulando a los mensajeros intracelulares (Ca++,
AMPc, calmodulina, sistema redox).

¢} Bloqueando la secrecién de H+ a nivel del polo api-
cal de la célula parietal.

Hoy son bien conocidos los diferentes receptores de la cé-
lula parietal (receptores de acetilcolina, histamina H, y gas-
trina); diferentes autores indican que pueden existir recep-
tores para otros tipos de péptidos, tales como B, simpatico-
mimeéticos y opidceos (1-6).

La histamina tiene un lugar central en la regulacién de la
secrecion de dcido clorhidrico. La gastrina, que es el media-
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dor principal de la secrecidn 4cida estimulada por la inges-
ta, puede mediar todos sus efectos por medio de la libera-
cién de histamina de la célula ECL, sobre la que la gastrina
tiene un efecto tréfico especifico. De esta manera, la célula
parietal puede tener dos receptores estimuladores, el de his-
tamina y el de acetilcolina (7-9).

Los antagonistas de los receptores H, son en la actuali-
dad uno de los firmacos de eleccién en el tratamiento del
ulcus gastroduodenal. La ranitidina es un farmaco antago-
nista de los receptores H,; posee un radical furano aminoal-
quilo de una potencia entre cinco y 10 veces superior a la
cimetidina, y menores efectos secundarios e interaccién con
otras drogas. Produce, por tanto, una mayor inhibicién de
la secrecion 4cida gdstrica basal, estimulada y nocturna; ha-
biéndoseles atribuido un efecto citoprotector (10-14). Su efi-
cacia clinica estd ampliamente documentada como trata-
miento médico, asi como en comparacién con el tratamien-
to quirdrgico (15-17).

Como ha sido establecido por diversos autores, existe una
estrecha relacién entre el nimero de células parietales y la
secrecidn dcida géstrica (18-20). Por tanto, al igual que en
nuestro anterior estudio realizado con el farmaco pirenze-
pina (21), nuestro objetivo ha sido el realizar un trabajo ex-
perimental, a microscopia dptica, estableciendo los cambios
estereoldgicos que pudieran indicar un descenso en Ja pro-
duccidn de CIH de la mucosa gastrica de ratas. Para ello, a
los animales experimentales se les produjo una dlcera por
cauterizaciéon a nivel del fundus, siendo tratadas con dife-
rentes dosis de ranitidina. Las alteraciones morfoldgicas ya
fueron descritas en nuestro anterior trabajo (21), por lo que
no se incorpora en este material fotografico (a excepcion de
una fotografia de la malla utilizada para el estudio es-
tereoldgico).

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
control operado (CO), grupo no operado (CNO), grupos de
tratamiento con ranitidina a distintas dosis, operados y no
operados. La distribucién de los distintos grupos es la
siguiente:

CO: Operados (n =6). Dosis 1 mi solucién salina.
CNO: No operados (n=6). Dosis 1 ml solucién salina.
Grupos ranitidina:

I. Operados (n=6). Dosis de 2 mg/kg/dia.

Il Operados (n=6). Dosis de 10 mg/kg/dia.
III. Operados (n=6). Dosis de 50 mg/kg/dia.
IV. No operados (n =6). Dosis de 2 mg/kg/dia.

V. No operados (1 =6). Dosis de 10 mg/kg/dia.
V1. No operados (n=6). Dosis de 50 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.
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A Jos grupos controles se les administrd diariamente, en-
tre las catorce y diecisiéis horas, 1 ml de solucion salina a tra-
vés de una sonda intragastrica; de igual manera, a los gru-
pos tratados con ranitidina se les administraron las diferen-
tes dosis anteriormente expuestas disueltas en 1 ml de solu-
cidén salina.

En los grupos operados, tras veinticuatro horas de ayuno
con acceso libre al agua hasta ocho horas antes a la inter-
vencion, se procedio a una anestesia intraperitoneal con hi-
drato de cloral al 35% (0,1 ml/100 mg de peso) posterior-
mente se practicéd laparotomia media con exteriorizacién del
estomago glandular a través del no glandular, previa inci-
si6n inferior a la hendidura gastrica, determindndose una zo-
na estandarizada a nivel de la curvadura mayor del fundus.
En esta zona se producia una tilcera por cauterizacién apli-
cando, durante un minuto, una platina metalica de 1,5 cm
de didmetro calentada a 70° C.

Tras noventa dfas de tratamiento todos los animales fue-
ron anestesiados y se procedid a la apertura de térax y ab-
domen, canuldndose ia aorta a través del venticulo izquier-
do y comenzando una perfusién con suero fisiologico 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 estbmago mostraba sus vasos sin sangre
se continuaba con la fijacién, mediante una solucién prepa-
rada en ese momento y compuesta por paraformaldehido al
3% y glutaraldehido al 2,5% en tampdn cacodilato sédico
0,1 M a pH 7,2. Tras diez minutos de fijacion el estéma-
go era extraido y colocado sobre una placa de Petri, abrién-
dose por la curvadura menor para no interferir sobre la zo-
na ulcerada. Identificada esta zona o bien una zona anato-
mica similar en los no operados, se procedid al troceado en
fragmentos de, aproximadamente, 1 mm. Estas piezas se fi-
jaron durante tres horas y posteriormente fueron lavadas en
tamp6n cacodilato sédico 0,1 M pH 7,2 con sacarosa al
7,5%, manteniéndolas durante veinticuatro horas a 4°C.
Posteriormente fueron postfijadas durante dos horas con te-
tréxido de osmio (Os04) al 1% en tampén cacodilato sddi-
co. A continuacion se lava en el mismo tampdn siguiéndose
con el proceso de deshidratacion en acetonas de concentra-
ciones crecientes para realizar, por ultimo, la inclusion en
resina.

El estudio a microscopia Optica fue realizado sobre sec-
ciones de 0,5 pm obtenidas en un ultramicrotomo LKB III
y tefiidas con azul de tolouidina. Las diferentes fotografias
se obtuvieron er un fotomicroscopio Carl Zeiss I1. El estu-
dio estereoldgico se realizé siguiendo el método de contaje
de puntos descrito por Weibel (22). Para evitar que {a va-
riabilidad de la célula parietal a lo largo de la glandula pu-
diese enmascarar los efectos de la ranitidina, se escogieron
10 fotografias del «cuello» de la gldndula (1824 cm) al
azar por grupo, con un aumento final de % 1.200, sobre las
que se colocaba una ldmina de pldstico transparente
(18X 24 cm) con lineas horizontales y verticales entrecruza-
das, delineando una malla cuadrada de 0,5 cm de lado por
cuadricula; las intersecciones entre las lineas verticales y ho-
rizontales (1.813 en toda la malla, equivalente a mds de
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FIG. 1.—La imagen muestra la malla de pldstico, de 0,5 cm de dis-

tancia entre las intersecciones, sobre una fotografia de la zona del cue-

llo de la mucosa. La flecha indica una de las intersecciones sobre una

célula purietal. La superficie considerada en el estudio estereologico es

cuatro veces mayor a la que se observa. Fotografia mucosa 1.200 X
malla 1x.

60.000 puntos por milimetro cuadrado de seccién real) eran
usadas como puntos test (fig. 1).

Determinamos una serie de pardmetros, como la densi-
dad de volumen de diferentes estructuras (células parietales
y niicleos) mediante la férmula Vv =Po/Pt, siendo Po la me-
dia de puntos contados sobre cada una de estas estructuras
y Pt la media de puntos del marco de referencia (mucosa o
célula parietal, respectivamente). Para el calculo del drea ce-
lular y nuclear utilizamos la férmula A =Pm x Ap/Af’, sien-
do Pm la media de puntos contados sobre célula parietal o
niicleo (dependiendo del rea a hallar), Ap el drea corres-
pondiente a un punto del sistema de andlisis utilizado en
um’ y Af el aumento final de las fotografias estudiadas.

Las diferencias entre los valores de los distintos pardme-
tros estudiados en los grupos controles y de tratamiento fue-
ron analizados mediante el test ¢ de Student-Fisher, y fue-
ron consideradas como significativas para p<<0,01.
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RESULTADOS

Macroscopicamente, el aspecto de la mucosa géstrica era
similar en todos los grupos. Sélo en ratas, a las que se le ha-
bia producido la ilcera, se observaba una zona levemente
enrojecida, que contrastaba con la palidez del drea circun-
dante, en ella se habian perdido los caracteristicos pliegues
MUCOSOS.

Grupos controles

La observacién a microscopia Optica de los grupos con-
troles mostr6 una clara diferencia entre ellos; asi, el no ope-
rado no presentaba ninguna alteracion debida al sondaje in-
tragastrico, apareciendo la mucosa con un aspecto compac-
to y homogéneo. Por el contrario, el control operado tenia
muy dilatada la lamina propia, producida por mecanismos
de vasodilatacién y edema mds acentuado a nivel del fondo
de la glandula.

Por lo que se refiere a los valores morfométricos y este-
reoldgicos debemos de destacar la uniformidad en el tama-
fio de células y nicleos, y el descenso en la densidad de vo-
lumen de células parietales de la mucosa en el CO con res-
pecto al CNO (ver tablas).

Grupos tratados con ranitidina

Operados

Estos grupos mostraron diferencias con respecto a su con-
trol. Morfolégicamente, el grupo de dosis minima (grupo I)
presentd un aspecto mds similar al del Control no operado
(CNO) que al del control operado (CO), pues en la mucosa
no observibamos mecanismos congestivos ni de edema, ca-
racteristicas presentes en la ldmina propia del CO Los gru-
pos II 'y III (dosis media y mixima) presentaron un aspecto
méds parecido al del CO, ya que de forma sistematica encon-
tramos mecanismos de dilatacién de los elementos vascula-
res de la lamina propia.

TABLA I
Ranitidina en grupos operados
(80) Grupo 1 Grupo II Grupo 11

Area celular:

XEES (JUN) reoeeorenirncenrrecnnsisessssnsesriensssnsns 124,26+ 2,85 109,79 £1,87* 126,64 =243 143,83 +2,90*
Area nuclear:

X+ES (M) oo 19,74 0,51 17,40+0,32% 20,94 +0,53 21,30+0,50
Vv c. parietales:

(% vol. mucosa) 2931+1,12 33,66+ 0,83* 30,64 = 0,95 29,66 +0,95
Vv nuclear:

(% vol. celular) .......ovreeiniorccnnenencne 15,83 0,67 15,83 +0,33 16,65+0,71 14,86+0,71
Niimero total de células ..............coocevierrrierenes 774 982 781 706

*

Dif. significativa p<<0,01 con respecto a CO
N=6.
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TABLA IT
Ranitidina en grupos no operados
C.N.O. Grupo IV Grupo V Grupo VI

Area celular:

K EES (JN?) cooererevreresseseesissssssssssasesssnmasens 119,28 + 2,54 106,13 1,74* 112,332 11* 116,46 +2,92
Area nuclear:

X+ES (pm?) 18,83+0,39 18,83+0,59 17,77+0,32 18,74 0,67
Vv c. parietales:

(% vol. mucosa) 36,32£0,72 37,05+0,92 32,11 +1,00% 28,64 +1,30*
Vv nuclear:

(% vol. celular) .......... 16,23 £0,67 17,75+ 0,49 15,81+0,45 16,09 +0,73
Niimero total de células .......cccovvevrvererecrrsnns 1.011 1.107 934 800

* Dif. significativa p<0,01 con respecto a CNO.
N=6.

El estudio estereoldgico confirmé lo descrito anterior-
mente, pues se observa que la ranitidina provoca un descen-
so de la Vv (densidad de volumen) de células parietales di-
rectamente proporcional a a dosis utilizada; no obstante, s6-
lo hay diferencia significativa con respecto al CO en el gru-
po 1, siendo este valor superior al del control. Del mismo
modo se muestra un aumento del drea celular directamente
proporcional a la dosis utilizada, siendo estos valores signi-
ficativamente diferentes en el grupo I (menor) y I (mayor)
con respecto al CO El resto de los pardmetros estudiados
se muestran similares a los de] CO a excepcién del drea nu-
clear del grupo I, que es menor (ver tablas).

No operados

La observacion de la mucosa de estos grupos s6lo nos per-
miti6 diferenciar al de maxima dosis (grupo V1), pues en él
detectamos un mayor desarrollo del componente vascular
acompafiado de un edema en el conectivo celular de la mu-
cosa gistrica, con una dilatacién de la lamina propia. Este
aspecto, que no observamos en los otros grupos, era muy si-
milar al observado en el CO Los grupos IV y V tenian una
morfologia indistinguible con el CNO, ya que no se obser-
vaban dilataciones importantes en la ldmina propia ni un
gran desarrollo del componente vascular.

El estudio estereoldgico obtenido del andlisis de diferen-
tes secciones de los grupos en cuestién nos confirmé los re-
sultados morfolégicos y nos ofrecié algunos que no habia-
mos detectado a este nivel. Asi, la ranitidina provoca, al
igual que en los grupos operados, un descenso en la densi-
dad de volumen de las células parictales direciamente pro-
porcional a las dosis de fairmaco utilizadas, siendo la dife-
rencia significativa en los grupos V y VI, de los cuales sélo
el grupo VI fue posible detectar tras el estudio morfolégico
(ver tablas). La utilizacion de la ranitidina también modifi-
¢6 el area celular en los elementos parietales, siendo estos
valores significativamente inferiores en los grupos IV y V.

En su conjunto, estos grupos presentan un comportamien-
to similar a los operados, pues el drea celular aumenta di-
rectamente con la dosis utilizada. El resto de las estructuras

y medidas consideradas no difieren de las del control (ver
tablas).

DISCUSION

Esta aceptada la relacién entre la secrecién de CIH y la
presencia de células parietales en la mucosa gastrica (18-20).
En un anterior trabajo (21) pudimos comprobar que la pi-
renzepina, firmaco antagonista de receptores muscarinicos,
utilizado en el tratamiento del ulcus gastroduodenal, provo-
caba un descenso generalizado en la densidad de volumen
de las células parietales de la mucosa gastrica; ello podria
correlacionarse con una disminucién de la secrecion de CIH
¥y, por tanto, con un aumento del pH géstrico, corroborando
sus buenos efectos en la clinica humana. Siguiendo la siste-
matica utilizada por nosotros (21), hemos querido realizar
un estudio similar para la ranitidina.

En los estudios morfométricos son esenciales las conside-
raciones metodoldgicas. Anteriores investigaciones han de-
mostrado que las lesiones géstricas producidas por cauteri-
zacién son ficiles de estandarizar y que la célula parietal
puede ser estudiada con mayor detalle bajo condiciones con-
troladas (23). El modelo es, pues, adecuado para estudiar
los efectos de la ranitidina sobre la regeneracion de las cé-
lulas parietales de la mucosa.

Sin duda que se presentan problemas técnicos en los tra-
bajos estereoldgicos, de ahi que los métodos empleados de-
ban de ser constantes durante la investigacion. Una de las
principales dificultades es la técnica de muestreo. Si se es-
cogen zonas determinadas, como en nuestro caso, se puede
producir un sesgo de los valores obtenidos. Sin embargo, los
pardmetros estereoldgicos se deben circunscribir a un «es-
pacio de referencia», por lo que éste debe ser lo mas cons-
tante posible. Creemos que las distorsiones que se puedan
cometer son de menor importancia a las que se producirian
si se fomara un «espacio de referencia» aleatorio. El hecho
de escoger una zona determinada de la glandula evita las va-
riaciones de los valores estereoldgicos que presentan las cé-
lulas parietales a lo largo de la misma, permitiendo una me-
jor comparacion entre los diferentes grupos.
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No obstante, ya que los métodos estereoldgicos se ven, en
parte, dificultados por errores sisteméticos, se debe prestar
més atencién a las comparaciones entre grupos de datos que
a los valores absolutos (24).

Los resultados obtenidos tras el tratamiento con ranitidi-
na ponen de manifiesto que este farmaco, en los grupos ope-
rados, no disminuye la densidad de volumen de las células
parietales.

Algunos estudios (21, 23-25) han demostrado que la den-
sidad de volumen de las células parietales en tlceras en re-
generacién es menor que en condiciones normales. Diver-
sos tratamientos que inhiben la estimulacién de la célula pa-
rietal, tanto farmacoldgicos como quirdrgicos (18, 26, 27),
acentiian este descenso, pudiendo explicar con ello su efec-
to beneficioso sobre la tlcera.

En los resultados que hemos obtenido en nuestro estudio
la ranitidina no actda potenciando esta disminucién en la
densidad de volumen de las células parietales en los grupos
operados, a diferencia de los obtenidos cuando empleamos
pirenzepina (21). No obstante, la accion de la ranitidina en
los grupos no operados inducia un descenso significativo en
el porcentaje de células parietales en los grupos de dosis me-
dia y alta. Este efecto aumentaba directamente en propor-
cién a la dosis utilizada, con lo cual estas dosis provocarian
una alcalinizacién de la luz géastrica que estaria relacionada
con procesos de regeneracion de la mucosa (28). Ademas,
si seguimos las indicaciones de BLOM (24) para tener mis
en cuenta la comparacién de los grupos de datos que los va-
lores absolutos, se observa claramente que la ranitidina pre-
senta el efecto de la disminucién de la densidad de volumen
de células parietales, tanto en animales operados como no
operados, reforzando la idea expuesta anteriormente.

Por ser el objeto de este estudio la célula parietal, ele-
mento productor de CIH, uno de los factores agresivos de
la mucosa géstrica, podemos concluir que se han obtenido
los mejores resultados, por lo que se refiere a disminuir la
citada agresion, en los grupos en los que se han utilizado do-
sis maximas de ranitidina.

Por otra parte, el descenso de la densidad de volumen de
células parietales, al igual que ocurria con la pirenzepi-
na (21), no se debe a un descenso del tamano celular, como
indican otros autores con farmacos inhibidores de la secre-
cion de CIH (26), sino al descenso del nimero de éstas. Es
mas, la ranitidina provoca tamanos celulares mayores cuan-
to mayor es la dosis utilizada, no suponiendo un aumento
en la densidad de volumen. As{ parece que la raniditina, en
los grupos de tratamiento, podria inducir una cierta inhibi-
cion en la division de las células parietales, provocando con
ello la disminucién de su nimero y un aumento en su tama-
fio. Este aumento no provoca una variacion en la relacién
niicleo/citoplasma, que si se producia en el tratamiento con
pirenzepina (21). BLOM (25) también detecta un aumento en
el tamano de la célula parietal utilizando un bloqueante an-
ti H' como la cimetidina, y aunque no comenta este efecto
se puede descartar el posible efecto tréfico de un aumento
sérico de los niveles de gastrina, pues este autor comprobd
que no habia diferencia en este pardmetro entre el grupo de
tratamiento y el control.
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Tras estos resultados parece evidente que la ranitidina ac-
tuaria en mayor medida sobre la mucosa normal que sobre
las zonas ulceradas. Pensamos que la accién de la ranitidi-
na, en parte, puede ser explicada por los resultados obteni-
dos, pero que éstos deben ser completados con el de la ul-
traestructura de la célula parietal, que esta tan relacionada
con la funcién de este elemento y por ello con la secrecién
géstrica.
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