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RESUMEN

Se ha desarrollado en pollos broiler una nueva técnica quirirgica para el
estudio de la secrecién pancredtica exocrina. Los animales se intervenian
en condiciones de asepsia para colocar sendas cdnulas en el conducto pan-
credtico principal. Tres dias después de la primera intervencion parte de
los animales (n = 10) se dedicaron a experimentos crénicos y otros (n = 10)
tras nueva anestesia a experimentos agudos. El tiempo de recuperacion
desde la primera intervencién permitié en todos los casos evitar los pro-
blemas mecdnicos inherentes a la canulacién del conducto pancredtico, siendo
ésta la primera vez que se logra dicho avance. Esta técnica quirurgica per-
mite comparar los resultados de flujo y composicién enzimadtica y electro-
litica del jugo pancreatico en animales anestesiados y no anestesiados. Por
otra parte la bondad de la preparacion se comprueba no solo por la cons-
tancia del flujo de jugo pancredtico y de la concentracién enzimatica y
electrolitica del mismo, sino también por la larga supervivencia de los
animales y por los estudios histolégicos postmortem.

SUMMARY

A new surgical technique in order to study exocrine pancreatic secretion
in broiler chickens has been devised. Animals were operated under aseptic
conditions to place two cannulae both into main pancreatic duct. Three
days after surgery some chickens (n = 10) were used in chronic experiments
and some (n = 10) in acute experiments being previously reanaesthetized.
The recovering period of time from first intervention allows in all cases
to avoid mechanical problems inherents to cannulation of pancreatic duct.
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This methodologic advance has been achieved for the first time. Our tech-
nique allows us to establish main differences of flow and enzimatic and
electrolitic composition of pancreatic juice in animals either conscious or
anaesthetized. Our preparation works properly as showed not only because
flow and composition of pancreatic juice keep constant, and because the
long survival period of animals but also by the histological postmortem
controls.

INTRODUCCION

La pobreza de publicaciones acerca de la secreciéon pancreatica
exocrina en el pollo no sélo afecta al numero de las mismas sino
a la escasa informacion que de ellas se deriva, la cual, en la ma-
yoria de los casos, es contradictoria.

Entendemos que ello se debe, al menos en parte, a la disper-
sion existente en los métodos experimentales empleados asi como
a la falta de optimizacion de las manipulaciones quirurgicas que
para el estudio de la secrecién son necesarias.

Varios autores (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7) han estudiado aspectos par-
ciales de la secreciéon pancreatica exocrina en pollos tanto aneste-
siados como no anestesiados, y los principales problemas meto-
dolégicos que encuentran se derivan bien de la obstrucciéon de
las canulas (2, 4, 5) bien del modo de reingresar o no el jugo
pancreatico recogido (1, 3, 5,
pueden ser irregulares o anomalos.

Describimos en este trabajo el conjunto de manipulaciones
quirurgicas llevadas a cabo tanto en animales anestesiados como
no anestesiados, asi como los resultados de las pruebas realizadas
con el fin de observar la idoneidad de las preparaciones realizadas
segun el método que se propone.

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado pollos broiler de pesos comprendidos entre
2 y 3 kg. procedentes del Servicio de Animales de Laboratorio de
la Universidad de Granada. El periodo de ayuno previo a la inter-
vencion se estandarizo, estimandose adecuado retirarles la comida
24 horas antes de la operacién, si bien se les permitié el libre
acceso al agua.
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Los animales destinados a su utilizacién en experimentos croé-
nicos se anestesian por via endovenosa a través de un cateter in-
troducido en la vena
dico (0,025-0,05 g.) administrado lenta y progresivamente bajo
vigilancia de los reflejos oculoparpebral y plantar. Como inductor
de la anestesia se utiliza benzodiacepan (Valium N. R.) en dosis
de 10 mg/kg.

Tras un minucioso desplumado del campo operatorio, se des-
infecta éste con torundas empapadas en tintura de yodo. A con-
tinuacion se fija el animal a una mesa de quir6fano y, empleando
material estéril, se procede a la intervenciéon dentro de unas rigu-
rosas condiciones de asepsia.

Se realiza entonces laparatomia laterial derecha, de unos 4 cen-
timetros, a través de la cual se localiza el pancreas, y en él, el con-
ducto pancreatico principal, que se diseca a unos 5 mm. de su
desembocadura en el duodeno y se practican dos incisiones por las
que se introducen sendas canulas de Silastic (R) cuyos extremos
estan provistos de una pequefia punta de polietileno que da una
mayor consistencia (Fig. 1).

o AN RE RS

Figura 1.—Disposiciéon de las cdanulas de recogida de jugo pancredtico (A)
y de reingreso del mismo (B), en el conducto pancredtico prin-
cipal.
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La canula implantada en sentido duodeno-pancreas nos per-
mite la recogida de jugo pancreatico, y la otra canula, en sentido
pancreas-duodeno, se utiliza para el reingreso del jugo pancreatico
no necesario para andlisis. Ambas cénulas se aseguran con liga-
duras de lino (Braun num. 0) y se exteriorizan a través de la pared
abdominal derecha mediante una herida de transfixién. La herida
abdominal se cierra por planos con sutura de seda atraumaética
(Braun num. 0).

Tanto la zona de sutura como la de afloramiento de las canulas
se impregnan -
cubriéndose posteriormente con un vendaje plastico.

El tiempo de recuperacion de la anestesia vari6 entre una y
dos horas, facilitandoseles a las seis horas el acceso al agua y a las
doce a la comida.

El jugo pancreatico secretado se recoge en bolsas de plastico
taradas que se resguardan en un bolsillo existente en los trajes
con que son provistos los animales, que les permiten moverse libre-
mente y llevar a cabo las funciones fisiolégicas de alimentacion y
excrecion sin impedimento alguno.

Para el estudio de la fisiologia pancreatica en experimentos
agudos, utilizamos pollos que tres dias antes han sido sometidos
a la intervencion quirurgica descrita anteriormente, los cuales son
sometidos de nuevo, bajo sedaciéon profunda con benzodiacepan
(20-60 mg/kg.), a una segunda operaciéon en el curso de la cual,
y tras abrir la herida de la primera laparatomia, se procede a ligar
el piloro, se canulan los dos conductos biliares para drenar la bilis
al exterior y se procura mantener constante la temperatura cor-
poral del animal durante el tiempo que dure el experimento me-
diante el empleo de una manta eléctrica colocada bajo el mismo.

En este tipo de experimentos, el flujo de jugo pancreatico se
determina mediante el empleo de un contador fotoeléctrico de
gotas acoplado a un canal de un poligrafo. Para un mayor conoci-
miento del estado del animal se implanta un catéter en la arteria
carotida derecha, que unido a un transductor de presion y éste
a su vez a un poligrafo nos permite obtener un registro continuo
de la presion arterial.

Técnicas analiticas utilizadas.
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El contenido en proteinas totales del jugo pancreatico se deter-
mina utilizando espectrofotometria directa a 280 nm expresandose
los resultados en micromoles de 1-Tirosina. Los valores se consi-
deran significativos de acuerdo con diversos autores (8).

La actividad amilasica se determina siguiendo la técnica de
Noelting y Bernfeld (9) expresandose los resultados en unidades
arbitrarias de actividad amilasica (10).

Los cloruros se determinan por volumetria potenciométrica con
NO;Ag 0,01 N, los cationes sodio y potasio por fotometria de llama
y el anién bicarbonato empleando
y Mancusi-Ungaro (11) cuya validez en el caso del jugo pancrea-
tico del pollo fue previamente comprobada por nosotros.

RESULTADOS Y DISCUSION

La composicidn orgénica del jugo pancreatico obtenido de ani-
males anestesiados (A) y no anestesiados (NA) se representa en la
figura 2. En ella se observa que la actividad amilasica es elevada,
muy superior a la encontrada en nuestro Departamento con idén-
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Figura 2.—Concentracién de proteina total (uM/ml) y de amilasa (U.A.A./ml)
en jugo pancredatico de pollos anestesiados (A) y no anestesiados
(NA). Media = S.E. M.
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tico método analitico en el conejo (12), en el mandril (13) y en el
perro (14). La concentraciéon de proteina total es mayor en los
animales no anestesiados, hecho que puede deberse a una mayor
produccién de mucoproteinas. En cuanto a los electrolitos presen-
tes en el jugo pancreatico, solamente medidos en animales anes-
tesiados, solo es destacable el hecho de ser los niveles de sodio,
cloruros y bicarbonato superiores a los encontrados por nosotros
en plasma (152, 112 y 23 mEq/]l respectivamente) lo que sugiere
algun tipo de fenémeno activo en la incorporacién de dichos iones
al jugo pancreatico (Fig. 3).
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Figura 3.—Composicién electrolitica del jugo pancredtico de pollos aneste-
siados. Valores medios = S.E. M.

Para comprobar la bondad de las preparaciones quirdrgicas,
a los pollos provistos de fistulas cronicas (n=10) se les midi6 el
flujo de jugo pancreatico durante los doce dias siguientes a la
operacién, de 8 a 9 horas de la maifana y siempre en condiciones
de ayuno. Como se muestra en la figura 4, las mayores oscila-
ciones de flujo se presentan en los tres primeros dias, a partir de
los cuales se observa una mayor estabilidad en el flujo de jugo
pancreatico.



ARS PHARMACEUTICA 381

A= 10.
10~ T
. I
¢ 8 - T _I_ T 'I'
E
b l *
< T T A T/\ !
;- d \ | i I
| i I
T % 5 & 7 & o e Mg
DIAS

Figura 4.—Variaciones del flujo de jugo pancredtico de pollos no aneste-
siados entre 1 y 12 dias después de la intervencion. Valores me-
dios += S.E. M.

En cuanto a los animales tratados para ser utilizados en ex-
perimentos agudos hemos podido comprobar que después de trans-
curridas varias horas desde que se someten a la segunda inter-
vencion (Fig. 5), siguen presentando un flujo de jugo pancreatico
practicamente constante (48 + 0,6 pl/min.,, n = 10) sin que se
presenten problemas de obturacion de las canulas.

Cuando se concluyen estas pruebas de funcionamiento se de-
capitan los animales y se examina la cavidad abdominal, obser-
vandose la buena situacién de las canulas. La bondad de la pre-
paraciéon se confirma tras estudio citolégico con microscopio de
luz, de cortes semifinos de pancreas fijado “in vivo” e incluidos
en plastico. La figura 6 representa dos microfotografias en las que
se evidencian los acinos celulares pancreaticos en disposicién ca-
racteristica no observandose ninguna anomalia estructural que
pueda inducir sospecha de alteracién funcional.

A nuestro entender, nuestra fistula pancreatica presenta sen-
sibles ventajas con respecto a las hasta ahora descritas en la biblio-
grafia.

En primer lugar, la fistula créonica permite reingresar el jugo
pancreatico no necesario para los analisis por su via natural, el
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conducto pancreatico, con lo que ademas se evita tener que danar
el duodeno para implantar una fistula de reingreso en el mismo,
como hacen Kokue y col. (6).

Figura 5—Registros del flujo de jugo pancredtico (1), de la presiéon arte-
rial (2) y del tiempo (3) en pollo anestesiado transcurridas una
hora (A), dos horas (B) y tres horas (C) desde la segunda inter-
vencion.

Este reingreso, si bien segun Hulan y col. (4) no seria impres-
cindible para el buen funcionamiento del sistema digestivo del
animal, puesto que, al dejar intactos los otros dos conductos pan-
creaticos presentes en el pollo, dichos autores no observan dismi-
nucién del peso corporal del animal fistulizado, también es cierto
que, segun los mismos autores, el flujo de jugo pancreatico a través
del conducto pancreatico principal supone el 90 por 100 de la prc-
duccién total del pancreas exocrino y puesto que Annis y col. (15)
demostraron que cuando el jugo pancreatico canino secretado en
respuesta a la comida era excluido, el volumen total secretado era
significativamente mas grande que el obtenido en los casos en que
era reingresado, creemos conveniente dicho proceso para un es-
tudio lo mas fisiolégico posible.

En cuanto al principal problema fisico que se presenta en la
investigacion de la secrecion pancreatica exocrina en pollos anes-
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Figura 6.—Microfotografias de pancreas de pollo no operado (A) y de pollo
al que se le implantaron las cdnulas siete dias antes de la obten-
cién de la fotografia (B).
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tesiados, que radica en la aparicién de tapones de mucus por la
excitacion mecanica de la canulacién sobre las paredes interiores
del conducto pancreatico, mucus que llega a obturar el conducto
en 30-60 minutos, hecho que fue puesto de manifiesto por Heatley
y col. (3) y comprobado posteriormente por otros investigado-
res (4, 16), hizo que el propio Heatley propusiera un meétodo
alternativo de recoleccién de jugo pancreatico directamente del
intestino (3), si bien el autor s6lo aconsejaba su método para ex-
perimentos agudos de corta duracién.

Es por ello que proponemos este nuevo método puesto que
cuando se va a realizar el experimento agudo ya no es necesario
canular el conducto ni manipularlo, y si dicho experimento se
lleva a cabo al menos tres dias después de la colocaciéon de las
canulas se evita el hecho, citado por Hulan (4) y comprobado por
nosotros, de que los volumenes recolectados de jugo pancreatico
son, antes de transcurridos estos dias, anormales, hecho que tiene
en cuenta Kokue (6) cuando deja transcurrir cinco dias desde la
implantacién de sus fistulas crénicas hasta la experimentacion,
pero no asi Caple y col. (2) que miden la secreciéon pancreatica en
pollos inmediatamente después de haberse recuperado de la anes-
tesia los animales.
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