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AA: Acido araquiddnico.

AC: Adenilato ciclasa.

ACh: Acetilcolina

ADP: Difosfato de adenosina.

AMPc: Monofosfato ciclico de adenosina.

ATP: Trifosfato de adenosina.

BAPNA: Na-benzoil-DL-arginina-4-nitroanilida
bFGF: Factor de crecimiento de fibroblastos basico.
CAM: Calmodulina.

CCK: Colecistocinina

DAG: Diacilglicerol.

DMSO: Dimetilsulféxido

EGF: Factor de crecimiento epidermal.

EK: enterocinasa

FI: Fosfolipidos de inositol o fosfatidilinositoles.
PLC: Fosfolipasa C.

PLD: Fosfolipasa D.

GDP: Difosfato de guanina.

GHRH: Factor hipotaldmico de liberacion de la hormona del crecimiento.

GMPc: Monofosfato ciclico de guanosina.
GRP: Péptido liberador de gastrina.

GTP: Trifosfato de guanina.

IBMX: 3- isobutil-1-metilxantina.
Ins(1,4,5)Ps: Trifosfato de inositol.

IP4: Tetrafosfato de inositol.

NO: Oxido nitrico.

PACAP: Péptido de pituitaria activador de la adenilato ciclasa.

PHI: Péptido Histidina Isoleucina.

PI(4,5)P2: Fosfatidilinositol 4,5-difosfato.

PI: Fosfatidilinositol.

PIP o PI(4)P: Fosfatidilinositol 4 monofosfato.
PK-A: Proteina cinasa A.
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PK-C: Proteina cinasa C.
pNA: paranitroanilina

Sc: Secretina.

TCA: Acido tricloroacético

TK: Tirosina cinasa.

VIP: Péptido Intestinal Vasoactivo.
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Justificacion y objetivos

El pancreas es un o6rgano secretor que produce mas proteinas por gramo de
tejido que cualquier otro del organismo. Al tratarse de un o6rgano secretor es
posible utilizarlo como sustrato bioldgico en los modelos experimentales
orientados hacia estudios de funcionalidad; ademas, la cuantificaciéon de la
secrecion proteica, por ser su principal produccidon, es un buen modelo para
evaluar la funcionalidad del pancreas y los mecanismos secretores implicados.

Existen dos técnicas disponibles para cuantificar en continuo la proteina
en la secrecidon exocrina pancreatica, por una parte la determinacion de proteinas
totales, y por otra la determinacion de amilasas. La determinacion de proteinas
totales es una técnica espectrofotométrica que se basa en la valoracion de la
absorbancia en el ultravioleta cercano y proporciona informacién precisa sobre la
secrecion total de proteinas. Sin embargo, esta técnica se ve sujeta a multiples
interferencias porque muchos agentes farmacologicos interfieren con la
absorbancia a 280 nm. Por otra parte, la determinacién de amilasas es una técnica
espectrofluorimétrica que requiere un aparataje especifico, no disponible de rutina
en la mayoria de laboratorios de experimentacion fisiologica.

Se nos plantea entonces la necesidad de desarrollar una nueva técnica en
continuo, que aune simplicidad, al contrario que el sistema de determinacion de
amilasas, y ausencia de interferencias, al contrario que la técnica de
determinacion de proteinas totales. Con estas premisas se desarrolla la técnica
presentada en esta Memoria de Licenciatura, que cuantifica de forma continua a
lo largo del tiempo la produccion de tripsindgeno, y con el objetivo principal de
emplear esta técnica para caracterizar la secrecion de tripsindgeno en el pancreas
exocrino de cobaya.
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1. El pancreas exocrino

Muchos tipos celulares estdn especializados en la sintesis y secrecion de
proteinas especificas, para lo cual cuentan con un complejo sistema que les permite
almacenar los productos de secrecion en compartimentos discretos rodeados de
membrana (granulos). Este es el caso de las células exocrinas del péancreas, que
sintetizan y secretan enzimas digestivos glucoliticos, proteoliticos, lipoliticos y
nucleoliticos que son vehiculadas en un jugo pancreatico rico en HCOs™ y CI'. La
secrecion enzimatica de las células acinares, almacenada en granulos secretores
(zimégeno), es vertida hacia la luz de los acinos, desde donde pasa a los conductos
pancreaticos, mezclandose alli con la secrecion electrolitica producida por las células
ductulares, siendo posteriormente conducida hasta duodeno.

Figura 1: esquema de un acino pancreatico. (1) Célula acinar, con un gran nucleo
redondeado, rica en reticulo endoplasmico con ribosomas y granulos de zimdgeno en la
zona apical; (2) células centroacinares; (3) células del conducto intercalar; (4)
membrana basal; (5) capilares sanguineos; (6) fibras nerviosas. X3000. De Physiology
of the Gastrointestinal Tract (1987), 22 Ed. Raven Press. New York.



Antecedentes bibliogrdficos

1.1 Secrecidén pancredtica acinar

La participacion de las células acinares en la composicion del jugo
pancredtico tiene especial importancia en el contenido enzimatico del mismo, aunque
las células acinares también secretan agua e iones que entran a formar parte de la
secrecion hidroelectrolitica.

1.1.1 Secrecion enzimadtica acinar

Los enzimas sintetizados por las células acinares del pancreas tienen un papel
fundamental en la digestion, hidrolizando las moléculas procedentes de los alimentos
de manera que puedan ser absorbidas. Segun el tipo de molécula que hidrolizan, se
pueden clasificar en enzimas glucoliticos, proteoliticos, lipoliticos y nucleoliticos. La
mayoria de estos enzimas son sintetizados en un estado inactivo como precursores o
proenzimas, como medida protectora contra la autolisis del pancreas, siendo
rapidamente activados cuando llegan al duodeno (Tournut, 1978; Desnuelle y
Figarella, 1979).

1.1.1.1 Enzimas glucoliticos

La amilasa pancredtica es una a-amilasa y constituye uno de los principales
componentes de la secrecion pancreatica exocrina de los mamiferos no rumiantes
(Desnuelle y Figarella, 1979). La a-amilasa del cerdo es una de las mas estudiadas
(Cozzone y cols, 1970); presenta dos formas moleculares conocidas como amilasa [ y
amilasa II, con la misma actividad especifica y caracteristicas estructurales, y pesos
moleculares comprendidos entre 50.000 y 56.000 daltons.

La acciéon principal es la de hidrolizar las uniones internas glucosidicas
ao-1,4 de los polimeros naturales de glucosa, liberando a-maltosa. Su pH Optimo se
sitia muy cerca de la neutralidad.

1.1.1.2 Enzimas proteoliticos

Endopeptidasas

La tripsina es secretada forma de proenzima, el tripsindgeno, que es
convertido en tripsina por la enterocinasa duodenal. El pH optimo de acciéon de la
tripsina se sitia entre 7 y 9. Este enzima escinde los enlaces peptidicos, tanto
centrales como en el extremo de la cadena, en los que interviene el grupo carboxilo
de un aminoécido bésico, como la lisina o la arginina, ademas también hidroliza los
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enlaces amida o éster siempre que la lisina o la arginina estén presentes. La tripsina,
de este modo, juega un papel importante en los procesos de digestion, y es el enzima
responsable de la activacion de otros proenzimas pancreaticos (Kayser, 1970).

Enterocinasa
Tripsinégeno » Tripsina
Tripsina
Quimotripsindggeno ————» Quimotripsina
Tripsina
Proelastasa » Elastasa
Tripsina
Procarboxipeptidasa ——— Carboxipeptidasa

Figura 2: activacion de las proteasas pancredticas en la luz
duodenal

La quimotripsina se encuentra en el jugo pancredtico como proenzima, el
quimotripsindégeno, que pasa a la forma activa en presencia de tripsina (Hartley,
1964). Se estudi6 en el cerdo donde se han aislado cuatro tipos de
quimotripsindgeno, el A (Charles y cols, 1967), el B (Gratecos y cols, 1969), el C
(Tobita y Folk, 1967) y el D (Lamy y cols, 1977). La quimotripsina hidroliza
preferentemente los enlaces donde interviene el carboxilo de un aminoécido
aromatico (Kayser, 1970). Su pH 6ptimo de actuaciéon es 7.5-8.5.

La elastasa se encuentra en el pancreas como proelastasa, y su activacion
también es llevada a cabo por la tripsina. El pH oOptimo de accion es de 8.8
(Desnuelle y Figarella, 1979). Su principal accion es la hidrolisis de los enlaces
peptidicos en los que interviene un aminoacido neutro portador de un radical alifatico
(Tournut, 1978).

ENDOPEPTIDASAS EXOPEPTIDASAS
Amino4cidos
basicos (Arg, Lys)
iDsi Carboxi id B/
Tripsina Péptidos basicos arboxipeptidasa
COOH-terminales \
Proteina Quimotripsina » Péptidos aromaticos Péptidos pequefios
COOH-terminales Carboxipeptidasa A
Elastasa Péptidos aliféticos
COOH-terminales
Aminoécidos
neutros

Figura 3: accion secuencial intraduodenal de las endopeptidasas y exopeptidasas
pancreaticas en la dieta proteica. Tras su accion se producen aminoacidos libres
(30%) y oligopéptidos (2—6 residuos, 70%).
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Exopeptidasas

Las carboxipeptidasas estan presentes en el jugo pancreético en forma de dos
proenzimas, las procarboxipeptidasas A y B que son activadas por la tripsina. Estas
enzimas actian en el extremo carboxilo terminal de las cadenas peptidicas: la
carboxipeptidasa A puede liberar aminoacidos neutros, acidos o aromaticos, mientras
que la carboxipeptidasa B hidroliza los enlaces peptidicos en los que intervienen
aminodcidos basicos como la lisina o arginina. Ambos enzimas son metaloproteinas

que contienen zinc (Desnuelle y Figarella, 1979) que es esencial para su actividad
(Rinderknecht, 1986).

TIPO/NOMBRE Residuo reconocido (Ejemplo)

* Endopeptidasas

Quimotripsina Aromatico (Phe, Tyr)
Elastasa Alifatico (Leu, Met, Ala)
Tripsina Basico (Arg, Lys)

* Exopeptidasas
Carboxipeptidasa A Neutro (alifatico o aromatico)
Carboxipeptidasa B Basico (Arg, Lys)

Tabla 1: las endopeptidasas escinden el enlace peptidico del residuo reconocido con
alta afinidad en el interior de la cadena, para liberar productos con el residuo reconocido
(segunda columna) en el extremo -COOH. Las exopeptidasas reconocen el aminoacido
particular -COOH terminal y escinden el ultimo enlace peptidico en la cadena para
liberar este residuo como aminoacido libre, dejando el penultimo residuo original como
el nuevo extremo -COOH.

1.1.1.3 Enzimas lipoliticos

La lipasa pancredtica es una glucoproteina con accion Optima a pH cercano a
8. Esta enzima provoca la hidrdlisis de los triglicéridos en monoglicéridos y acidos
grasos, en presencia de colipasa, que impide la inhibicion de la lipasa por las sales
biliares, emulsionando las grasas y aumentando asi la superficie de accion de la
lipasa.

La colipasa es una pequefia proteina secretada por el pancreas posiblemente
como zimégeno (Sternby y Borgstrom, 1979; Wieloch y cols, 1981), la cual actua
como cofactor de la lipasa. La accion de la lipasa es inhibida por los acidos biliares
presentes en el duodeno y la colipasa parece contrarrestar esta inhibicion.

El pancreas sintetiza, en forma de proenzima, una fosfolipasa A2,
estereoespecifica, capaz de hidrolizar el enlace éster en posicion 2 de los
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fosfoglicéridos y convertirlos en lisofosfoglicéridos. La activacion de la
profosfolipasa A2 tiene lugar en presencia de tripsina.

La carboxilesterasa es una proteina cuya actividad estd muy aumentada en
presencia de sales biliares; en contraste con la lipasa, hidroliza ésteres de los acidos
grasos de cadena corta solubles en agua (Desnuelle y Figarella, 1979). Su pH 6ptimo
es de 8 y es activada por CINa.

1.1.1.4 Enzimas nucleoliticos

Son fosfodiesterasas que actian hidrolizando los enlaces fosfodiéster que
unen los mononucledtidos en los acidos nucleicos. La ribonucleasa presenta dos
variantes moleculares, una de ellas glucosilada con un pH 6ptimo de 8.2 (Desnuelle y
Figarella, 1979). Actta especificamente en los enlaces fosfodiéster de los acidos
ribonucleicos liberando nucleotidos 3'-fosfato (Richards y Wyckoff, 1971).

La desoxirribonucleasa es una glucoproteina que actia en el ADN liberando
oligonucleétidos cuyos nucleotidos terminales son del tipo 5'-fosfato (Kayser, 1970),
en presencia de Mg®" o Mn?". Su actividad se desarrolla a pH 7.

1.1.2 Secrecion hidroelectrolitica acinar

La secrecion hidroelectrolitica acinar consiste en un fluido isotdnico rico en
CINa, y Ila importancia cualitativa de la misma respecto a la secrecion
hidroelectrolitica ductular varia con la especie.

Como es conocido, la secretina provoca en perro, gato y posiblemente en
hombre una secrecion rica en bicarbonato procedente de la estimulacion de las
células ductulares, y la CCK, asi como la estimulacion vagal, produce una secrecion
rica en enzimas con una pequefia cantidad de fluido pobre en bicarbonato (Case y
Argent, 1989). Sin embargo en rata, la CCK y los agonistas colinérgicos
muscarinicos provocan una secrecion fluida similar al plasma (Case, 1988; Sewell y
Young, 1975).

En el mecanismo de secrecion juega un papel fundamental el gradiente de
sodio establecido en la membrana basolateral de las células acinares por la bomba de
Na’-K*; en apoyo de esta teoria esta el efecto inhibitorio secretor de la ouabaina, un
inhibidor de dicha bomba, en la secrecion estimulada por ceruleina (Evans y cols,
1986; Petersen y Ueda, 1977).

La sustituciéon de ion cloruro por bromuro en el medio de perfusion no
produce un efecto significativo en el pancreas perfundido de rata estimulado con
CCK (Kanno y Saito, 1978; Kanno y cols, 1983); sin embargo, la sustitucion por
acetato produce una reduccion del 70% en la secrecion estimulada por ceruleina
(Seow y cols, 1986). Estos resultados indican que el transporte de fluido en las
c¢lulas acinares es dependiente de un suministro de aniones. En circunstancias
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normales utilizan el cloruro extracelular; sin embargo otros aniones (como el acetato)
pueden sustituir parcialmente al cloruro en el mecanismo secretorio (Case y Argent,
1989).

En cobaya, distintos estudios han establecido que la CCK provoca la
secrecion de un fluido rico en bicarbonato; este aumento en la concentracion de
bicarbonato puede explicarse por la existencia de proteinas de membrana
transportadoras en el cobaya diferentes a las existentes en la rata (Padfield y cols,
1988). Experimentos realizados con acinos aislados de pancreas de cobaya
demuestran que la ceruleina acelera la recaptacion de sodio, lo cual posiblemente
refleja la activacion de canales de Na™-H" (Dufresne y cols, 1985).

En contraste, en acinos aislados de rata, la ACh (que actia de un modo
similar a la ceruleina) no tiene efecto en el pH intracelular, sugiriendo que el
transportador de Na*-H" no es activado, lo cual no es una sorpresa en una especie
que secreta mas cloruro que bicarbonato. Estos datos demuestran que el patron de la
secrecion pancredtica acinar en el cobaya difiere del observado en otras especies
(Padfield y cols, 1988; Rosado y cols, 1996).

El modelo de acoplamiento estimulo—secrecion en la secrecion electrolitica
acinar esta resumido en la figura 4. Algunos aspectos de este modelo son hipotéticos,
incluyendo la naturaleza molecular del proceso transportador que media la entrada de
Na' y la salida de CI', el mecanismo por el cual se regula la permeabilidad celular y
el modo de interaccion entre el Ca®" y el AMPc.

(o e

Secretina—»

Figura 4: modelo de secreciéon electrolitica en la rata regulado por
secretagogos.
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1.2 Secrecion pancredtica ductular

La secrecion enzimatica del jugo pancreatico es llevada a cabo totalmente por
las células acinares; sin embargo, el componente hidroelectrolitico del jugo
pancreatico es secretado principalmente por las células ductulares. Dicho
componente se origina de dos modos: 1-por secrecion; 2-por filtracion isosmotica;
esto ultimo trae como consecuencia que la concentracion de cationes monovalentes
(Na" y K") sea practicamente igual a la del plasma y virtualmente independiente del
volumen de flujo.

En contraste con los cationes, la concentracion de los aniones en el jugo
pancreatico depende de la tasa de secrecion y de la especie; asi la concentracion de
bicarbonato en perro, gato y hombre aumenta con el volumen de flujo, mientras el
ion cloruro sigue una relacion inversa, de modo que la suma bicarbonato mas cloruro
es constante e independiente de la tasa de flujo (Hart y Thomas, 1945).

En el caso del raton y de la rata, la estimulacion con secretina en animales
anestesiados, produce un incremento en la secrecion de flujo con aumento de la
concentracion de bicarbonato, mientras la concentracion de cloruros disminuye en la
misma medida; sin embargo, la CCK o la ceruleina producen un aumento en la
secrecion de jugo pancreatico manteniendo constantes las concentraciones de cloruro
y bicarbonato. La estimulacion conjunta con secretina y CCK produce incremento
del flujo con concentraciones de bicarbonato y cloruro iguales a la suma aritmética
de las respuestas individuales (Sewell y Young,1975).

En el conejo, la concentracion de bicarbonato aumenta a medida que lo hace
la secrecidn de jugo pancreatico estimulada por CCK o secretina, mientras las
concentraciones de cloruro disminuyen en la misma medida (Seow y Young, 1986).

En el cobaya anestesiado, la estimulacion con secretina o CCK produce una
secrecidn rica en bicarbonato y pobre en cloruros, mientras las concentraciones de
los iones sodio y potasio son similares a las plasmaticas (Case y cols,1987).

Se han propuesto tres modelos celulares diferentes para explicar la secrecion
de electrolitos en la célula ductular; los tres dependen del gradiente de sodio creado
por la bomba Na"™-K" que suministra la energia para el transporte activo de
bicarbonato.

El primer modelo es el descrito por Swanson y Solomon en 1975, segtn el
cual existe un transporte activo de iones H' tanto en la membrana apical como en la
basolateral. Asi en el lado luminal se localiza un transporte activo primario, mediante
una ATPasa dependiente de Na* y H" y en la membrana basolateral un transporte
activo secundario, mediante un mecanismo de intercambio Na'-H" que utiliza la
energia del gradiente de sodio. Los protones son liberados al lumen mediante la
difusion pasiva de CO:2 por el epitelio ductular y una posterior hidratacién. En las
células ductulares no se ha encontrado una ATPasa dependiente de Na* e H', pero si
una ATPasa dependiente de Mg?* (Schulz y Terreros-Aranguren, 1982) que podria
actuar como una bomba de protones en el lado luminal de la célula.
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Segin este modelo el resto de los iones (K™ y CI') atravesarian el epitelio
pancreatico mediante una ruta celular.

Scratcherd y Hudson (1982) han modificado este modelo incluyendo un
mecanismo de intercambio HCO3™ / CI” en la membrana luminal, sugiriendo que entre
el 20 y 30% del bicarbonato total secretado lo hace por un intercambio con cloruro.

El segundo modelo es una modificacion del anterior, con el fin de incluir la
observacion de que la mayor parte del sodio y potasio entran en el jugo pancreatico
por una ruta paracelular (Bonting y cols, 1980; De Pont y cols, 1982; Kuijpers y cols,
1984). En este caso se sugirid que la hidratacion intracelular de CO2 conducia a un
incremento en la concentracion celular de bicarbonato, el cual podria atravesar la
membrana luminal a favor de un gradiente electroquimico.

Ambos modelos se basan en la actividad de una bomba intercambiadora de
Na"/H" en la membrana basolateral.

Kuijpers y cols (1984), propusieron un tercer modelo donde el sistema de
intercambio Na'/H" en la membrana basolateral se sustituyé por un mecanismo de
intercambio de aniones dependiente de un gradiente de Na', que transporta sodio y
bicarbonato dentro de la célula y cloruro fuera de ella, y que podria incluir también
una salida de protones. La formacioén de acido carbonico intracelular mediante la
anhidrasa carbénica suministraba so6lo una pequefia parte del bicarbonato secretado
por gradiente electroquimico en la membrana apical. La secrecion de bicarbonato
inducia la secrecién de Na* y K por una ruta paracelular y la secrecion de cloruro y
agua por medio de vias transcelulares o paracelulares.
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2. Acoplamiento estimulo—
secrecion

La funcion fisioldgica de muchos tipos celulares esta regulada por factores
hormonales y neurotransmisores, lo cual es aplicable a las células acinares
pancreaticas en las que actuan estos factores modulando su actividad secretora. Asi,
la secrecion de jugo pancredtico estd controlada de forma fisioldgica por las
hormonas intestinales colecistocinina (CCK) y secretina, y por los neurotransmisores
acetilcolina (ACh) y péptido intestinal vasoactivo (VIP). Existen otros péptidos que
también pueden actuar como secretagogos, pero su papel fisioldégico es menos
conocido. Estos factores actian generalmente en la membrana celular, produciendo
cambios en los mecanismos fisioldgicos intracelulares responsables de la exocitosis y
la secrecion de electrolitos.

El intento de explicacion de estos mecanismos secretores intracelulares se
inici6 en 1961 cuando Douglas y Rubin estudiaron la secrecion de células
cromafines. Estos autores desarrollaron el concepto de acoplamiento estimulo—
secrecion para referirse al conjunto de fendmenos que acontecen entre una sefial
extracelular y la respuesta celular a ésta. Estas sefiales extracelulares son factores
nerviosos y humorales llamados “primeros mensajeros” o ‘“‘mensajeros
intercelulares”, que actian en receptores especificos situados en la membrana
basolateral en el caso de las células acinares del pancreas. Cuando estos receptores
son activados se promueve una respuesta celular mediante la generacion de
“mensajeros intracelulares” o “segundos mensajeros”’, que dan lugar a dicha
respuesta actuando en otras moléculas denominadas “efectores”.

Han sido muchos los estudios realizados sobre la accion de agonistas y
antagonistas en la secrecion pancredtica, demostrando claramente la presencia de
receptores especificos para la CCK, bombesina (GRP), acetilcolina (ACh), VIP y
secretina entre otros. Estos receptores pertenecen a una familia caracterizada por
presentar siete dominios hidrofébicos transmembranales y por interaccionar con un
tipo de proteinas de membrana denominadas “proteinas G” o “proteinas de union a
guanina”. También se ha comprobado la existencia de receptores para factores de
crecimiento como el EGF (epidermal growth factor), de estructura mas sencilla
(Korc y cols, 1983). Al igual que en la mayoria de los tejidos, los dos sistemas de
acoplamiento estimulo—secrecion mejor estudiados son la via del AMPc y la via de
los fosfolipidos de inositol (FI) o via del calcio. La idea bésica consiste en que al ser
activada la célula por un secretagogo, se produce un aumento en la concentracion
intracelular de AMPc o Ca**, respectivamente.
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Los mecanismos intracelulares mediante los cuales los mensajeros
intracelulares estimulan la exocitosis o la secrecion fluida, son conocidos muy
superficialmente. Aunque no se descarta la posible existencia de otros mecanismos,
se sabe que los mensajeros intracelulares activan proteinas reguladoras, como cinasas
y fosfatasas, que actuarian regulando el grado de fosforilacion de proteinas
funcionales.

2.1 Via del AMPc

El AMPc es un mensajero intracelular que desempefia un papel fundamental
en la regulacion de la actividad exocrina del pancreas. Esta via es activada por el
grupo de agonistas de la familia de la secretina (secretina, VIP, PHI, GHRH,
PACAP) como se infiere de los siguientes resultados:

a) El uso del agonista se acompafia de un aumento de la concentracion
intracelular de AMPc por la activacion de la enzima adenilato ciclasa. Asi, en acinos
de cobaya (Pandol y cols, 1983; Jensen y cols, 1983; Garcia y cols, 1997) se ha
comprobado que los niveles celulares de AMPc aumentan de 8 a 30 veces cuando se
les aplica secretina y VIP. Otras especies muestran un comportamiento similar
(Robberecht y cols, 1977) (raton, rata, perro y gato), aunque la respuesta ante una
estimulaciéon méxima es menor que en el caso del cobaya.

La forskolina, un diterpeno aislado de la raiz de Coleus, que activa la
adenilato ciclasa actuando directamente en su subunidad -catalitica, produce
incrementos de hasta 30 veces la concentracion de AMPc en células pancreéticas
acinares (Heisler, 1983).

b) La secrecion enzimdtica y electrolitica es estimulada al usar andlogos
permeables del AMPc, como el dibutiril AMPc y el 8-bromo AMPc (Heisler y cols,
1972, Robberecht y cols, 1977, Burnham y cols, 1984).

¢) Cuando se emplean inhibidores de la fosfodiesterasa (teofilina, RO20-174
e IBMX (3-isobutil-1-metilxantina) se observa un aumento en la actividad secretora,
pequeios efectos en la concentracion celular de AMPc e incluso potenciacion de la
secrecion y de los aumentos de AMPc inducidos por agonistas como la secretina y el
VIP (Gardner y cols, 1982). Se ha comprobado que la teofilina potencia mas la
accion de la secretina y el RO20-174 potencia mas la del VIP, lo que hace pensar en
una compartimentalizaciéon del AMPc producido por cada una de estas hormonas
(Hootman y Williams, 1987).

Aunque la mayor parte de los datos se centran en las células acinares, también
en las ductulares se ha comprobado que el AMPc es un mensajero intracelular
(Folsch y Creutzfeldt, 1976; Schulz, 1987), siendo de hecho limitante para la
produccion de fluido y electrolitos por el pancreas exocrino (Kempen y cols, 1975).
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Ademas de secretagogos que estimulan la via del AMPc, otros pueden
inhibirla, como son la somatostatina (Singh, 1985b) y la ACh (Singh, 1983). Esta, a
concentraciones subnanomolares, inhibe el AMPc generado por la secretina y el VIP
en acinos pancreaticos de cobaya, lo que concuerda con su capacidad de inhibir in
vivo la liberacion de amilasa.

2.1.1 Receptores

En acinos pancreaticos de cobaya hay dos clases de receptores especificos
para el VIP y la secretina (Jensen, 1994): un primer tipo preferente para la secretina
(con alta afinidad por la secretina y baja por el VIP) y un receptor preferente para el
VIP (con alta afinidad por el VIP y baja por la secretina).

El estimulo de los receptores de VIP de alta afinidad se acompafia de un
incremento del AMPc celular que parece ser el causante de la secrecion enzimatica
en acinos aislados (Gardner y Jensen, 1981). Esto fue ratificado por estos mismos
autores cuando observaron que tanto el VIP como la secretina ejercen su accioén
secretora mediante la estimulacion de receptores de alta afinidad para el VIP
(Gardner y cols, 1982). Por otro lado, recientes observaciones sugieren que la
estimulacion de receptores de secretina de alta afinidad incrementan el transporte
16nico y los niveles de AMPc (Hootman y cols, 1983), pero no la secrecion. Junto
con otros datos, estas observaciones nos hacen pensar que, al menos en el pancreas
de cobaya, los niveles de AMPc se modulan por secretina y VIP pero en
compartimentos separados, lo que puede indicar que regulan actividades celulares
distintas.

2.1.2 Proteinas G y adenilato ciclasa

Como ya hemos indicado, los receptores de membrana para los secretagogos
mencionados transmiten la informacion al interior celular mediante su interaccion
con proteinas G intermediarias, las cuales activan la enzima adenilato ciclasa (AC),
que cataliza la formacion de AMPc a partir de ATP.

Las proteinas G son heterotrimeros situados en la cara interna de la
membrana plasmatica, compuestos por tres subunidades llamadas o, B, y v,
(Birnbaumer y cols, 1987). El nombre de proteina G se debe a que para su activacion
se unen al nucledtido de guanina GTP (trifosfato de guanina) (Bolander, 1989;
Hardie, 1991). Las proteinas G han sido clasificadas en estimuladoras (Gs) e
inhibidoras (Gi) en relacidon con la existencia de dos subunidades distintas o y as
(Spiegel y cols, 1990). Estas subunidades se diferencian por su sensibilidad a la
toxina del colera y a la toxina pertussis, las cuales catalizan la ADP-ribosilaciéon de la
subunidad as y ai, respectivamente, modificandolas funcionalmente. Asi, la toxina
del célera imita la accion del VIP y de la secretina en la adenilato ciclasa, mientras
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que la toxina pertussis bloquea la accion inhibidora de la somatostatina en la
adenilato ciclasa (Yule y Williams, 1994).

El modelo de activacion de la proteina G se basa en la existencia en la
subunidad o de un lugar de union para el nucledtido de guanina, que en estado basal
estd ocupado por una molécula de GDP. Cuando el secretagogo se une al receptor,
éste interacciona con la proteina G, liberandose GDP, que es sustituido por GTP. Es
entonces cuando la subunidad a de la proteina G se disocia del complejo Py y activa
la adenilato ciclasa. La subunidad hidroliza el GTP hasta GDP y entonces se reasocia
con el complejo Py, inactivindose. Al contrario de la Gi y de lo que se pensaba
inicialmente, parece que la proteina Gs estd constantemente unida a la adenilato
ciclasa (Birnbaumer y cols, 1987), aunque su activacion implique la disociacion de
las subunidades.

La adenilato ciclasa posee tres formas bioquimicamente distintas: una forma
sensible a la calmodulina, localizada por primera vez en cerebro y una forma
insensible a la calmodulina, localizada en distintos tejidos, entre ellos el pancreas.
Otro tercer tipo ha sido encontrado exclusivamente en testiculo. Estas formas son
proteinas de membrana localizadas en la membrana basolateral de las células
acinares (Zajic y Schacht, 1983).

2.1.3 Efectores

El AMPc activa los mecanismos efectores responsables del efecto biologico
de los agonistas. El AMPc se une a la proteina cinasa dependiente de AMPc
(proteina cinasa-A), concretamente a la subunidad reguladora de ésta, permitiendo su
disociacion, con la consecuente activacion de la subunidad catalitica.

La funcion exacta de la PK-A es aun desconocida, si bien se sabe que
fosforila proteinas enddgenas todavia no bien identificadas, que participan
directamente en el fendmeno de exocitosis. En acinos de rata se ha demostrado que la
secretina y el VIP aumentan la fosforilacion de una proteina ribosomal de 2900
daltons (Vandermeers y cols, 1984). El uso de analogos sintéticos del AMPc inducen
en pancreas de raton fosforilacion de proteinas (Roberts y Butcher, 1983). En acinos
pancreaticos de rata y gato se ha conseguido aislar una fosfoproteina identificada
como proteina ribosomal 32 KD cuya fosforilacion es aumentada por CCK, carbacol,
secretina e insulina, y estd regulada por la cinasa S6, activada por segundos
mensajeros (Sung y Wlliams, 1989; Yule y Williams, 1994).

En cuanto a los efectores de la secretina y del VIP en la secrecion electrolitica
se sabe bastante poco. Se cree en la existencia de canales especificos regulados por el
AMPc, al menos en el pancreas de cobaya, distintos de los modulados por el calcio
intracelular. Esto se basa en los resultados obtenidos por Hootman y Williams (1987)
en esta especie. En acinos de péancreas de perro también se ha comprobado la
activacion de canales i6nicos por el AMPc (Suzuki y cols, 1992).
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2.2 Via de los fosfolipidos de inositol

Si bien la secretina y el VIP actian como reguladores de la secrecion de jugo
pancredtico, especialmente del componente electrolitico, los secretagogos
fisiologicos més potentes son el neuropéptico CCK y el neurotransmisor ACh. Al
igual que otros factores (GRP, neuromedina C y sustancia P) estos mensajeros
extracelulares actuan por la via de los fosfolipidos de inositol. Esta ruta de
sefalizacion intracelular es bastante mas compleja que la via del AMPc, y es objeto
de un intenso estudio en numerosos modelos experimentales. De hecho, aunque
conozcamos su estructura general, aun son muchos los interrogantes no resueltos.

Tras la union del agonista a su receptor se produce la activacion, via proteina
G, de la PLC. Esta hidroliza fosfatidilinositoles, especialmente el PIP2, generando
dos tipos de mensajeros: DAG y Ins (1,4,5)P3, que a su vez desencadena un aumento
en la concentracion de calcio citosélico ([Ca®']i), que sigue un complejo patron
espacio—temporal.

2.2.1 Receptores

En las células acinares existen receptores para la CCK (de alta y baja
afinidad) (Menozzi y cols, 1991) y la ACh (del tipo M3, también clasificados en alta
y baja afinidad) (Suzuki y cols, 1992; Jensen, 1994). En ambos casos su ocupacion
produce un incremento en la [Ca®'];, el metabolismo de los lipidos de inositol y los
niveles celulares de DAG (Dixon y Hokin, 1984; Doughney y cols, 1987; Matozaki y
cols, 1989).

2.2.2 Proteinas G y fosfolipasa C

Como en otros tejidos, distintos estudios han demostrado que en el pancreas
exocrino hay proteinas G implicadas en esta via (Schulz y cols, 1988). Aunque hay
cierta divergencia de resultados, los ultimos estudios indican que los receptores de la
CCK y ACh activan la PLC mediante diferentes proteinas G (Schulz y cols, 1988;
Schnefel y cols, 1988). Al menos aparentemente, las proteinas G en las células
acinares parecen ser un complejo eslabon en las vias intracelulares: se han
identificado 15 diferentes subunidades. Las que conectan el receptor de CCK con la

PLC parecen ser ciertas proteinas Gs o Gi, lo que sugiere un punto de interaccion con
la via del AMPc (Schnefel y cols, 1988).

La fosfolipasa C es una familia de enzimas presentes en muchos tipos
celulares, aunque no se sabe exactamente su localizacion (Catt y Balla, 1989).
Mediante procesos de purificacion y clonaciéon molecular se han evidenciado unas 9
formas de PLC encuadradas dentro de 4 familias: alfa, beta, gamma y delta. Las PLC
hidrolizan el enlace éster entre el glicerol y el grupo fosfato del inositol existente en
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la estructura de los FI, generando diacilglicerol (DAG) y fosfato de inositol y aunque
también hidrolizan PIP y PI(4)P, tienen mayor afinidad por el PI(4,5)P2 (Catt y Balla,
1989).

La PLC necesita de la presencia de calcio, que estimula su actividad en
intervalos de hasta 1 umolar. Esto permite pensar en un posible efecto de
retroalimentacion positiva del calcio.

Ademas de fosfolipasa C que hidroliza lipidos de inositol, también existen
otros enzimas que hidrolizan fosfolipidos de colina y cuya funcion es activada por la
CCK en el pancreas (Pandol y cols, 1991).

2.2.3 Importancia y mecanismo de movilizacion
del calcio

Son muchos los estudios de los que se deduce que los secretagogos
activadores de la via de los fosfolipidos de inositol (ACh, CCK) aumentan la
concentracion del [Ca®]i que actuaria como un mensajero intracelular necesario en
su efecto en el pancreas. Ademas de estos primeros mensajeros existen otras
sustancias que también movilizan el calcio citosolico, como bombesina (Pandol y
Mendius, 1988), sustancia P (Sjodin y cols, 1990), y neuromedina C (Arita y cols,
1991b).

La concentracion citoplasmaética del Ca** idnico en células pancreéticas no
estimuladas es de 100-200 nM, siendo la concentracion extracelular de calcio 1-2
mM, y la estimada para otros organulos superior a 10 uM. El calcio tiende a penetrar
hacia el interior celular por la membrana plasmatica gracias al gradiente descrito y al
potencial eléctrico intracelular negativo. Este gradiente electroquimico es
contrarrestado por la acciéon de una ATP-asa dependiente de Mg** y activada por
Ca’"-calmodulina localizada en la membrana plasmatica y que bombea Ca®" al
exterior celular.

Existen ademas depdsitos intracelulares de almacenamiento de calcio,
preferentemente en el reticulo endopldsmico, segiun se desprende de estudios
realizados sobre la movilizacién del calcio a cargo del Ins(1,4,5)P3 (Strebs y cols,
1983) y de estudios estructurales (Walz y Baumann, 1989) y bioquimicos (Dormer y
Williams, 1981). Hay distintas opiniones acerca de la localizacion e identidad del
deposito, algunos lo describen como una zona especializada del reticulo
endoplasmico pero separado fisicamente de ¢l; incluso se ha propuesto la existencia
de un orgéanulo especifico, los calciosomas (Volpe y cols, 1988). Tampoco se conoce
su ubicacion celular: mientras unos la sitian cerca de la membrana plasmatica (Hase
y cols, 1984), otros lo situan incluso en el ntcleo celular (Nicotera y cols, 1990)

Los datos que demuestran la intervencion del ion calcio en el proceso de
exocitosis del pancreas, son los siguientes:
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1. El estimulo de células acinares pancreaticas con secretagogos que utilizan
esta via se ve acompaifiada de un incremento en los niveles de calcio libre
citoplasmatico (Petersen, 1992).

2. Los secretagogos producen en 5-10 minutos una pérdida neta de calcio
celular de hasta un 25% del total (Hootman y Williams, 1987; Tepikin y cols, 1992)
que posteriormente es captado desde el medio extracelular (Schulz y Kondo, 1976).

3.La secrecion enzimdtica en respuesta a secretagogos disminuye o
desaparece cuando se reducen los niveles de Ca®" tanto intra como extracelular,
mientras que los ionoforos del calcio producen respuesta secretora (Muallem y cols,
1989).

Los primeros estudios se realizaron con fragmentos de pancreas donde se
sigui6 el flujo de ¥*Ca*" (Mathew y cols, 1973; Schulz y Kondo, 1976). Se observo
que el aumento de [Ca*']i y la secrecién inicial producidos por un estimulo son
independientes del calcio extracelular, aunque el mantenimiento de la sefial de Ca®" y
la secrecion sostenida depende de presencia de calcio extracelular. Esto sugirié la
existencia de dos fases en las respuestas mediadas por el calcio:

- una fase inicial, en la que se moviliza el calcio acumulado en almacenes
intracelulares.

-una fase sostenida o tardia en la que predomina la entrada de calcio
extracelular lo que permite la respuesta secretora y la recarga de los depositos
intracelulares (Schulz y Kondo, 1976).

Con la introduccion de indicadores fluorescentes de calcio i6nico capaces de
penetrar en el citoplasma (Tsien y Tsien, 1990), ha sido posible caracterizar el patron
de movilizacidn del calcio en numerosos tipos celulares.

En las células acinares pancreaticas de cobaya y otras especies, la CCK, la
ACh y otros secretagogos producen un aumento de [Ca®]i que llega a su maximo en
los primeros 2—5 segundos, para posteriormente reducirse hasta valores cercanos a
los basales (Sung y cols, 1988; Pandol y cols, 1989). Este patron de respuesta fue
estudiado en suspensiones acinares en las que se determind la concentracion
citosdlica de Ca>" de una poblacion celular.

Al desarrollarse técnicas para la cuantificacién microscopica del [Ca*']i en
células individuales se descubrid, en hepatocitos (Cuthbertson y cols, 1981), la
existencia de oscilaciones de [Ca®']i. Estas oscilaciones, tanto temporales como
espaciales, pasaban desapercibidas con las técnicas de medida precedentes, ya que
los ciclos en células diferentes no estdn forzosamente sincronizados.

Las oscilaciones son muy variables entre distintos tipos celulares, e incluso
un mismo tipo celular puede presentar multiples respuestas a un mismo estimulo. En
las células acinares se han descrito dos tipos (Petersen, 1992; Toescu, 1995):

- ondas de propagacion del [Ca®']; por el citosol o desde células adyacentes
del acino
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- oscilaciones o ritmos de [Ca?']; (oscilaciones temporales). La generacion de
estas oscilaciones o ritmos depende de la concentracién de secretagogo. Estas
oscilaciones pueden ser de dos tipos, las que parten del nivel basal (transitorias) y
espigas superpuestas a una elevacion del [Ca**]i medio (sinusoidales).

La ACh a bajas concentraciones (200 nM) produce oscilaciones sinusoidales,
mientras que la CCK a concentraciones postprandiales (20 pM) produce oscilaciones
transitorias (Petersen y cols, 1991). Sin embargo a altas concentraciones ambos
agentes producen respuestas sostenidas, similares a las observadas en
determinaciones en masa. En cualquier caso, la sefial de Ca®" es sumamente variable,
de modo que en una misma pulsacion se pueden observar distintos patrones de
respuesta; si bien, las células integrantes de un mismo acino responden de la misma
manera (Toescu, 1995). También se han observado, en respuesta a concentraciones
umbrales de secretagogos, oscilaciones locales de [Ca?*]i en el polo apical que no se
extienden al resto del citosol. (Thorn y cols, 1993).

El Ca®" también actlia como mensajero intracelular en las células ductulares
del pancreas de cobaya (Stuenkel y Hootman, 1990) y otras especies (Evans y cols,
1990).

Papel del Ins (1,4,5) Ps.

El Ins(1,4,5)P3, generado por la PLC, libera el Ca** acumulado en depésitos
intracelulares (Streb y cols, 1983 y 1984) mediante su unién a un receptor especifico
situado en la membrana del RE (Tsien y Tsien, 1990).

La union al receptor es mas especifica para el estereoisomero D-Ins (1,4,5)Ps,
y puede inhibirse con heparina. La liberacion de calcio es un proceso cooperativo
que se produce cuando se unen 3 moléculas de Ins(1,4,5)P3 (Nahorsky y Potter,
1989). El receptor libera calcio del depdsito por gradiente electroquimico (en el
reticulo la concentracion de Ca*" total es menos de ImM; Williams y cols, 1985) al
abrir un canal (Berridge e Irvine, 1989) que parece ser la misma molécula que el
receptor (Boynton y cols, 1990). Por cada molécula de inositol se liberan 20 iones de
calcio mediante un fendémeno de amplificacion (Berridge e Irvine, 1984).

Se han sugerido dos posibles mecanismos moduladores del funcionamiento
de este canal. Por un lado la PK-A puede fosforilar al receptor reduciendo la
capacidad de liberacion del Ca** (aunque no la afinidad por el Ins(1,4,5)P3) (Boynton
y cols, 1990). Por otro lado el Ca®>" puede bien inhibir la unién del Ins(1,4,5)Ps al
receptor mediante la proteina calmedina (Danoff y cols, 1988) o bien facilitar la
apertura del canal via CAM (Hill y cols, 1988). Sin embargo, en las células acinares
del pancreas no parece ser necesaria ninguna reaccion metabolica para la actuacion
del Ins(1,4,5)P3 (Schulz y cols, 1989).

Puesto que hasta un 50-70 % del Ca** total es movilizable por los agonistas
pero no puede ser liberado por el Ins (1,4,5)P3 (Berridge e Irvine, 1989), se sugirio la
existencia de dos depositos intracelulares de calcio, uno sensible al Ins(1,4,5)P3 y
otro insensible al Ins(1,4,5)P3, (aunque no se sabe si realmente se trata de dos
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compartimentos fisicamente distintos). La movilizacion de Ca®" desde el depdsito
insensible al Ins(1,4,5)P3 parece deberse a “liberacion de calcio producido por
calcio” (LCPC), descrito por primera vez en miocitos y luego en pancreas y otros
tejidos: una pequefia elevacion de [Ca*']i libera Ca?" del depdsito insensible al
Ins(1,4,5)P3 al abrir un canal en su membrana (Wakui y cols, 1990). Ademas es
posible que proteinas de unién a nucledtidos de guanina, activadas por GTP,
transvasen Ca®'* desde el deposito no movilizable por el Ins(1,4,5)P3 hasta el
movilizable, incrementando la liberacion total de Ca** por Ins(1,4,5)P3 (Berridge e
Irvine, 1989). Recientemente se ha propuesto que la ribosa ADP ciclica (formada por
GMPc en respuesta a oxido nitrico) seria el mensajero natural liberador del Ca*" de
este deposito en las células acinares pancredticas (Thorn y cols, 1994).

Una vez que los niveles citoplasmaticos se han elevado debido a la liberacion
desde los depositos, se observan tres fendmenos: salida del Ca*" desde el citoplasma,
entrada de Ca?" extracelular y recarga de los depositos intracelulares

1. Salida de calcio desde el citoplasma.

Aunque los estudios con *Ca?" indicaron hace ya una década la pérdida de
Ca?" celular al estimular las células pancreaticas, no ha sido hasta 1992 cuando este
fendmeno se ha comprobado y cuantificado directamente (Tepikin y cols, 1992). El
transporte de Ca*" a través de la membrana plasmatica se realiza mediante una
bomba de Ca*" dependiente de ATP y Mg?" (Muallem y cols, 1989). Esta bomba es
posiblemente activada por la PK-C (Muallem y cols, 1988) y el complejo Ca*'—
calmodulina (Muallem y cols, 1989).

2. Entrada de calcio y recarga de los depdsitos.

La entrada de calcio extracelular, necesaria para el mantenimiento de la
respuesta secretora, estd favorecida por el gradiente de concentraciéon que hay en la
membrana plasmatica y permite la recarga de los depositos intracelulares del mismo.

Se ha observado que la entrada de calcio extracelular se activa en pocos
segundos en respuesta a los agonistas (Toescu y Petersen, 1995). En las células
pancredticas exocrinas el canal de entrada del calcio no es especifico de este cation
(Maruyama y Petersen, 1982).

La entrada de calcio extracelular depende exclusivamente del grado de
vaciamiento del depdsito y no de la accion directa del agonista (Pandol y cols, 1987).
Asi, aunque no esté actuando el agonista, la permeabilidad de la membrana esta
claramente incrementada mientras los depositos intracelulares estén vacios. Para
explicar esta estrecha relacion entre la captacion de Ca®" extracelular y el nivel de los
depositos intracelulares, Putney propuso en 1986 un “modelo capacitativo” en el que
el grado de llenado de los depositos sensibles al Ins(1,4,5)P3 es el factor
desencadenante de la entrada del Ca®" extracelular, que pasaria directamente desde el
exterior al depdsito sin pasar por el citoplasma. Esto seria posible si existe una
conexion directa entre la membrana plasmatica y el deposito, lo que no ha sido
comprobado directamente. No se sabe exactamente si es el vaciamiento de los
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depositos sensibles al Ins(1,4,5)P3 la sefial para la entrada de Ca®', o si es el
vaciamiento del depdsito no sensible al Ins(1,4,5)Ps3, cuyo contenido puede pasar al
sensible al Ins(1,4,5)P3 mediante el IP4 con colaboracion del GTP (Berridge e Irvine,
1989).

Flujo pasivo

Caz+
Flujo activo ATPase

Figura 5: representacion esquematica de los depdsitos y flujos de calcio
en la célula acinar pancreatica.

Actualmente se desconoce cual es el mecanismo que abre el canal de Ca®".
Algunas teorias proponen una posible conexion entre la membrana plasmatica y los
depositos, la intervencion de tirosinas cinasas, [IP4, GMPc, o del citocromo Paso
(Penner y cols, 1993).

Una vez que el Ca*" extracelular comienza a entrar, aunque algunas teorias
postulaban que el Ca** pasaba directamente desde el medio extracelular al deposito,
parece claro que el deposito capta Ca?* del citosol (Muallem y cols, 1990). De hecho
en las células acinares de pancreas se produce un pequefio aumento del [Ca*']i
durante la recarga de los depositos.

La entrada de Ca*" en los depositos se produce por transporte activo. En
pancreas exocrino se ha demostrado la existencia de una bomba de protones en la
membrana del depdsito sensible al Ins(1,4,5)P3, que crea un gradiente quimico
utilizado para captar el Ca** mediante intercambio Ca?*/H". Esta captacion se realiza
cuando la [Ca®] en el deposito sensible al Ins(1,4,5)P3 es alta (hasta 1 uM) En el
depdsito insensible al Ins(1,4,5)Ps3 el transporte lo realiza una Ca-ATPasa (Schulz y
cols, 1989).

Hoy se considera que, al menos en el pancreas y otros tejidos no excitables,
las oscilaciones de [Ca?"]i son consecuencia de la liberacion y acumulacion de Ca**
por los depositos intracelulares, aunque el mecanismo exacto es desconocido. Se cree
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que el efecto bifasico del Ca®" en los depdsitos coopera en las oscilaciones: liberaria
Ca?" cuando la [Ca®']i es baja pero inhibe cuando [Ca*']i es alta (Petersen y cols,
1991). De hecho, una adecuada disposicion de los depositos a lo largo de la célula y
el tamponamiento del Ca?" por el citosol y por estos depdsitos haria posible una
adecuada propagacion de la onda de Ca*>* desde el polo luminal (Kasai y Augustine,
1990; Petersen, 1992). En cualquier caso, la complejidad de las oscilaciones
registradas hasta ahora hacen posible que en una célula se desarrollen distintos
mecanismos que puedan ser compatibles entre si.

Las ondas y ciclos de propagacion de Ca* deben ser una forma de coordinar
distintos procesos celulares y de propagar de forma ordenada la informacién a
distintos puntos del interior celular.

Mecanismo efector del calcio

El ion calcio ejerce buena parte de sus efectos mediante una molécula ubicua
llamada calmodulina. Esta, cuando los niveles de Ca>* aumentan, une cuatro iones de
Ca?" con lo que sus grupos hidréfobos interaccionan con cuatro proteinas, a las que
regula.

La calmodulina, descrita en el pancreas por Vandermeer y cols (1977), activa
proteinas reguladoras como enzimas fosfatasas, fosfodiesterasas y cinasas
dependientes del complejo Ca**-calmodulina (Hootman y Williams, 1987). En el
citosol de las células acinares existen proteinas cinasas dependientes de calcio (Sung
y Williams, 1988) al igual que en los granulos de zimégeno (Burnham y cols, 1985).

Es probable que la fosforilacion de las proteinas dianas citadas conduzca a la
activacion de la secrecion pancreatica. Asi se han descrito dos proteinas celulares
(21 KDa, 20.5 KDa), cuyo grado de fosforilacion depende de la concentracion de
secretagogos y es paralela a la secrecion inducida por éstos, lo que hace pensar que
intervienen en la secrecion (Burnham y Williams, 1982)

También se han realizado estudios sobre el papel del calcio en los
mecanismos intracelulares que producen secrecion electrolitica. En el péncreas
exocrino, se ha demostrado la activacion de distintos canales catidénicos y de CI
dependientes del Ca>" (Petersen, 1992). Esto desencadena un transporte de iones y
agua en las células acinares que forma parte del proceso secretor. También en las
células ductulares existe este tipo de canales (Plant y cols, 1992).

Papel del diacilglicerol

El diacliglicerol, la otra molécula resultado de la hidrélisis de los fosfolipidos
de inositol por la PLC, también se comporta como un mensajero intracelular,
ejerciendo sus efectos por medio de la proteina cinasa C, presente en todos los
tejidos. La estimulacion de los receptores pancreaticos colinérgicos y de CCK,
aumenta en el pancreas la produccion de DAG en dos fases: tras una elevacion rapida
aparece una segunda fase en la que los niveles de DAG se mantienen altos de forma
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constante y prolongada (Dixon y Hokin, 1984; Matozaki y Williams, 1989). El DAG
participa en la respuesta secretora: su aplicacion produce liberacion de enzimas
(Francis y Singh, 1990).

El DAG actua activando la PK-C, que se halla presente en las células
pancreaticas (Wrenn, 1983) incluso en los granulos de zimdégeno (Wrenn, 1984).
Esta enzima fosforila residuos de Ser y Thr (Nishizuka, 1988) al ser activada por
DAG y Ca*', asocidndose entonces a la membrana celular (Bazzi y Nelsestuen,
1989). La enzima PK-C puede sufrir dos procesos: uno de reduccion de la cantidad
de enzima (Sung y cols, 1988) por activacion, y otro de autofosforilacion (Jaken,
1989), que incrementa su actividad.

El uso de ésteres de forbol, activadores de la PK-C, estimula la secrecion
pancreatica in vivo (De Pont y Fleuren-Jakobs, 1884; Sung y cols, 1988; Camello y
cols, 1993) e in vitro, ademas de modular la secrecion y la movilizacion de calcio
inducida por secretagogos (Francis y cols, 1990; Camello y Salido, 1993; Toescu,
1995).

El DAG puede ser generado no solo junto con Ins (1,4,5)P3, sino
independientemente de €l (y por tanto sin sefial de calcio asociada), por la accion de
la PLC en PI, PIP o en fosfatidilcolina, ademas de por la activacion de PLD. En las
células acinares del pancreas ambas rutas resultan activadas por secretagogos
(Rydzewska y cols, 1993).

VIP, SECRETINA CCK, ACh, BOMBESINA

PH-A PP PK  pr.C

vl

FOSFORILACION DE PROTEINAS
ESTRUCTURALES v REGULADCRAS

Figura 6: acoplamiento estimulo—secrecién de la célula acinar
pancreatica durante la secrecion proteica.
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2.3 Otras posibles vias

2.3.1 E1 GMPc como posible mensajero
intracelular

Aunque la via del Ca?>" y la del AMPc son las mas estudiadas y conocidas,
existen otros mecanismos de sefializacion intracelular, aunque peor conocidos.

Asi, un posible mensajero intracelular es el GMPc (guanosin monofosfato
ciclico). La ACh, CCK e ionéforos del Ca**, como el A23187, incrementan los
niveles intracelulares de GMPc (Christophe y cols, 1976; Kapoor y cols, 1978).
Puesto que la elevacion de los niveles de GMPc usando analogos o activando la
guanilato ciclasa con nitrosourea o nitroprusiato, no produce liberacion de amilasa ni
flujo de Ca®’, se pens6 que el incremento de GMPc es secundario a la movilizacion
del Ca?>" (Gunther y Jamieson, 1979; Menozzi y cols, 1989). Sin embargo,
recientemente Pandol ha demostrado que el GMPc activa en acinos pancreaticos la
entrada de Ca?" (Pandol y cols, 1994) y que la entrada de calcio inducida por
secretagogos es reducida por inhibidores de la via del NO (via activada por el
aumento de Ca?" en estas células). Asi han postulado la teoria de que al vaciarse los
depositos de Ca?" el NO induce la entrada de calcio, aumentando el GMPc al activar
la guanilato ciclasa.

2.3.2 Efectos del dcido araquidonico en la
secrecion pancredtica

Secretagogos pancredticos como CCK y carbacol, aumentan los niveles de
acido araquidénico (AA) libre en las células acinares (Dixon y Hokin, 1984; Pandol
y cols, 1991). Su sintesis podria deberse a la hidrolisis de la fosfatidilcolina a cargo
de la fosfolipasa A2 junto con la secuencia PLC-DAG cinasa actuando en distintos
fosfolipidos (Dixon y Hokin, 1984; Pandol y cols, 1991). En cuanto a la accion del
acido araquidonico en la secrecion pancreatica se han observado efectos inhibidores
(Maruyama, 1990) y efectos estimulantes (Stenson y Lobos, 1982; Pandol y cols,
1991). En acinos de cobaya la presencia de acido araquiddnico produce una pequeia
estimulacioén en la liberacion de amilasa; sin embargo en acinos de rata el acido
araquidonico solo incrementa la liberacion de amilasa a altas concentraciones. El
efecto estimulante puede estar relacionado con un incremento de calcio (Pandol y
cols, 1991; Tsunoda y Owyane 1993) o con la sintesis de leucotrienos y
postraglandinas, aunque los datos existentes son contradictorios.
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2.3.3 Fosforilacion de proteinas

En los ultimos afios se han ido acumulando evidencias de la existencia de una
compleja cascada de sefiales intracelulares dependientes de la fosforilacion de
proteinas. Consecuentemente se ha estudiado la actividad cinasa y su posible papel
en la secrecidn pancredtica, y también en otros fendomenos mediados por
secretagogos clasicos, como la CCK, que no pueden ser categorizados mediante las
rutas intracelulares ya descritas. Entre estos otros procesos encontramos la
mitogénesis de las células pancreaticas en cultivo, la induccion de la respuesta génica
temprana por la CCK, el crecimiento celular o la apoptosis.

Tras el hallazgo de actividad cinasa S6 en lisados acinares, se ha identificado
la proteina ribosomal S6 como una fosfoproteina reguladora pancreatica (Sung y
Williams, 1989), que puede incrementar su actividad tras la estimulacion celular con
CCK. Posteriormente se han aislado y clonado dos familias de cinasas S6: una de 90
KDa (p90°%%) (Bragado y cols, 1997a) que es activada por fosforilacién por las
MAPK (mitogen-activated protein kinase), y una de 70 KDa (p70°%%) (Bragado y
cols, 1997b) que es activada por factores de crecimiento, independiente de las
MAPK vy sensible a rapamicina. Existen, ademas, otra gran variedad de proteinas
pancreaticas con actividad TK (Lutz y cols, 1993).

Activacion de las cascadas MAPK

Hay al menos 3 cascadas paralelas de MAPK (Cano y Mahadevan, 1995) que
dependen de la actividad cinasa de 3 grupos de proteinas identificadas como MAP
cinasa, MAP cinasa cinasa y MAP cinasa cinasa cinasa. La primera implica la
activacion de 2 proteinas: p44 y p42 MAPK, también conocidas como ERK1 y
ERK2 (extracellular-regulated protein kinase) respectivamente (Dabrowski y cols,
1996; Duan y cols, 1995). Estas se activan por concentraciones fisiologicas de CCK,
tanto in vivo como in vitro. Junto a éstas se activan simultineamente otras dos
proteinas: una serina-treonina cinasa denominada Raf; y la pequefia proteina G
llamada Ras. Todas ellas estdn implicadas en la cascada de las proteinas cinasa MAP,
que parece mediar la respuesta tréfica pancredtica inducida por la CCK. Es
interesante conocer, como implicacion directa de esta cascada de proteinas cinasa,
que mas del 90% de cualquier tipo de cancer pancredtico posee la proteina Ras
permanentemente activada por mutacion. Este hecho hace pensar que esta cascada de
sefiales estd implicada en la mediacion de los efectos troficos que muestra la CCK en
varias especies.

La segunda cascada de MAPK implica la activacion de una cinasa de tipo jun
(JNK), también conocida como proteina cinasa activada por estrés (SAPK, stress-
activated protein kinase) (Kyriakis y cols, 1994). La CCK es capaz de activar las dos
isofornas de JNK (p46 y p55), en acinos y en pancreas intacto (Dabrowski y cols,
1996). Sin embargo, la activacion es lenta y requiere concentraciones mucho
mayores que las requeridas para activar las ERKs. Estas diferencias en el patron de
activacion, junto con el hecho de que los ésteres de forbol son potentes activadores
de las ERKs y no de las JNKs, parecen indicar un mecanismo de activacioén
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diferente. Debido a que concentraciones altas de CCK inducen pancreatitis en rata, se
ha concluido que la activacion de JNKs en respuesta a CCK podria ser una respuesta
de estrés y, por lo tanto, mas relevante en la regulacion fisiopatologica pancredatica.

Se conoce mucho menos acerca de la tercera ruta MAPK, que implica la
activacion de la proteina p38/RK. Su homologa p38, encontrada en las levaduras, es
activada por hiperosmolaridad. En las células de mamiferos, se cree que la p38 activa
(o reactiva) es la cinasa que fosforila la pequena proteina de shock térmico 27
(HSP27, heat shock protein). HSP27 podria estar implicada en el reordenamiento del
citoesqueleto que ocurre en la célula acinar durante la secrecion y esta exacerbado en
la pancreatitis (Groblewski y cols, 1997).

Activacion de proteinas con actividad TK

Estudios muy recientes indican que la CCK activa al menos otros dos
sistemas de sefales distintos. Uno de ellos implica la activacion de la p70°%K, y
probablemente también requiere la PI3K (phosphatidylinositol-3-kinase) como
intermediario. La activacion en acinos de la p70%°% es independiente de los cambios
de Ca*", de la PKC y del AMPc, pero puede ser bloqueada por el inmunosupresor
rapamicina, y también por el inhibidor especifico de la PI3K, wortmannina. En otras
células, la p70°°¥ es responsable de la fosforilacion de la proteina ribosomal S6 y en
algunas células es requerida para la progresion del ciclo celular (Bragado y cols,
1997b).

El otro sistema activado por CCK en acinos depende de la tirosina cinasa
citosdlica p125¥4K (p125 focal adhesion kinase), y de su sustrato, la proteina del
citoesqueleto paxilina, que estan asociadas con las placas de adhesion focal. Se ha
demostrado que la CCK incrementa la actividad TK de estas proteinas en células
acinares pancreaticas, a través de la activacion de sus receptores de alta y baja
afinidad (Garcia y cols, 1997).

Por otra parte, la fosforilacién en restos de tirosina de estas dos proteinas se
ha implicado recientemente en el mecanismo de accion de varios neuropéptidos que
se comportan como potentes factores de crecimiento celulares. Estos neuropéptidos
tienen efectos en el crecimiento y en la reorganizacion del citoesqueleto, y dichos
efectos dependen de la activacion de receptores asociados a proteinas G. La
bombesina, la vasopresina y la endotelina, estimulan la fosforilacién en restos de
tirosina de multiples sustratos, tanto en el tipo celular Swiss3T3 como en otras
células. Entre esos sustratos se incluye la p125t4K (Zachary y cols, 1992; Sinnett-
Smith y cols, 1993) y la paxilina (Zachary y cols, 1993). Varios investigadores han
descrito recientemente que la p125F4%X y la paxilina son también fosforiladas por
efecto de las integrinas, oncogenes (Lipfert y cols, 1992; Rozengurt, 1995) y factores
de crecimiento como el EGF o el PDGF (Rankin y Rozengurt, 1994). Mas aun,
recientes estudios con bombesina demuestran que la activacion de esta via
intracelular es necesaria en la mediacion de los efectos troficos de esa sustancia en
células Swiss3T3 (Seckl y Rozengurt, 1993). Por lo tanto, la fosforilacién de la
p125F4K y de la paxilina podria representar un punto de convergencia en la accion de
neuropéptidos mitdgenos, integrinas, oncogenes y factores de crecimiento.
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2.4 Efectos de la histamina en la
secrecion pdncreatica

La histamina es una hormona local o autacoide, producto de la
descarboxilacion del aminoacido histidina, que fue aislada a partir de tejidos
bioldgicos hace aproximadamente 60 afios. Desde entonces se han llevado a cabo
numerosos estudios sobre las funciones de la histamina, su biosintesis y degradacion
y el modo de accidn de la misma.

La histamina ejerce sus acciones activando receptores especificos de
membrana. Hasta ahora se han identificado tres tipos de receptores de la histamina:
H1, H2 y H3. Los receptores H1, son bloqueados por antagonistas clasicos como
mepiramina (Ash y Schild, 1966). El segundo tipo, H2, es especificamente
bloqueado por cimetidina (Black y cols, 1972). Arrang y cols (1983) encontraron el
tercer tipo de receptores, H3, en el tejido cerebral. Este ultimo tipo de receptores
posee propiedades farmacologicas distintas a los anteriores, interviniendo en la
transmision sinaptica de neuronas histaminérgicas. Los receptores H3 son
susceptibles de ser bloqueados por tioperamida.

El efecto de la histamina en la secrecion pancreatica ha sido estudiado en el
pancreas de perro, tanto in vivo (Tankel y cols, 1957) como in vitro (Iwatsuki y cols,
1981), en primates (Iwatsuki y cols, 1985), en preparaciones de pancreas aislado de
conejo (Liebow y Franklin, 1982) y en segmentos pancreaticos de cobaya (Salido y
cols, 1990; Pariente y cols, 1991). En todos los casos, la histamina produce un
incremento concentracidon—dependiente de la secrecion pancreatica. Ademas, Lorenz
y cols (1968) han demostrado, en el perro, que el jugo pancreatico obtenido tras
estimulaciéon por secretina y pilocarpina contiene una alta concentraciéon de
histamina, la cual se mantiene constante durante todo el periodo de estimulacion.

Cuando se pretendi6 determinar los efectos de la estimulacion de los distintos
subtipos de receptores y de esta forma aclarar qué papel (estimulante o inhibidor)
tenian cada uno en el control de la secrecion pancredtica, se obtuvieron resultados
bastante contradictorios que podrian explicarse por la diversidad que existe en la
morfologia y la fisiologia de las diferentes especies estudiadas y/o las distintas
condiciones de experimentacion.

Al menos en el perro, la histamina incrementa la secrecion pancredtica,
actuando directamente en las células secretoras por receptores H2. Sin embargo,
Pariente y cols (1989), observaron que la administracion de los agonistas selectivos
H2, dimaprit e impromidina, ejercen un claro efecto inhibidor de la secrecion
enzimatica del pancreas de conejo, disminuyendo ligeramente la fraccion
hidromineral del jugo pancreatico. Por el contrario, los bloqueantes selectivos de los
receptores H2, cimetidina y oxmetidina, se manifiestan como agentes secretagogos
que estimulan preferentemente la fraccion enzimatica de esta secrecion digestiva.

Estos mismos autores, ademas observaron que la administracion intravenosa
de 2-tiazoliletilamina, farmaco que estimula selectiva y competitivamente los
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receptores HI1, determina incrementos concentracion—dependientes de los
componentes enzimaticos ¢ hidrominerales del jugo pancreatico de conejo
anestesiado, mientras que la administracion de clorfeniramina, un antagonista H1,
tenia efectos opuestos (Pariente y cols, 1989). Por otra parte, llegaron a la conclusion
de que la estimulacién conjunta de los receptores H1 y H2 mediante histamina
exodgena, solo ocasiona ligeros incrementos de la fraccion enzimatica de la secrecion
pancredtica y una débil disminucion en la produccioén de bicarbonato. Sin embargo,
cuando la histamina exogena actia s6lo en receptores H1, por estar bloqueados
previamente los receptores H2 mediante la accion de cimetidina, se obtienen efectos
similares a los ocasionados por agonistas H1 (Pariente y cols, 1990a). También
Pariente y cols (1990) obtuvieron resultados similares al analizar el papel de los
receptores de la histamina en la secrecion pancreatica exocrina de conejo estimulada
previamente por CCK y secretina.

Por otro lado, Alcon y cols (1995), han observado en cobaya anestesiado que
la histamina administrada ex6genamente aumenta la secrecién pancredtica provocada
por secretina y CCK, indicando estos resultados que la histamina puede jugar un
importante papel fisioldgico modulando el control hormonal del pancreas exocrino
de cobaya.

En cuanto a los segundos mensajeros responsables de la accion de la
histamina y sus agonistas, tampoco esté claro si es la via del AMPc o la del Ca*" la
que estimula el sistema histaminérgico, ya que los resultados obtenidos en los
estudios disefiados para determinarlo son contradictorios (Lajas y cols, 1995;
Camello y cols, 1997).

En células géstricas, la activacion de los receptores H1 estd asociada con una
movilizacién del Ca** (Hirst, 1991). Este hecho ha sido confirmado recientemente
por Salido y cols (1990) en pancreas aislado de cobaya, donde observaron que el
incremento en la liberacion de amilasa era paralelo al aumento en la movilizacion del
calcio intracelular. Sin embargo, la estimulacion de los receptores H2 en células
gastricas se asocia al metabolismo del AMPc (Cheret y cols, 1984).

Finalmente, la histamina es capaz de incrementar la produccion de amilasa de
un modo concentracion—dependiente en segmentos perfundidos de cobaya. Este
efecto secretor de la amina se acompaiia de un incremento en la salida de Ca®" desde
el tejido al medio de perfusion, asi como de un pequeio pero significativo
incremento en la concentracion de calcio intracelular (Salido y cols, 1990; Pariente y
cols, 1991). Resultados similares se han encontrado en lobulos pancredticos de
cobaya (Lajas y cols, 1995), si bien se observo que el efecto estimulante en la
secrecion de amilasa provocado por la histamina era potenciado tanto por agentes
que estimulaban la actividad adenilato ciclasa (como el VIP y la forskolina) como
por aquellos que inhibian la fosfodiesterasa especifica de AMPc (IBMX).

30 José Antonio Tapia Garcia



3. Interacciones entre
Secretaga gos

Aunque la mayoria de los estudios sobre la secrecion pancredtica se centran
en el efecto de un solo secretagogo, en condiciones fisioldgicas las células del
pancreas estan sometidas a concentraciones distintas y fluctuantes de diversos
secretagogos e inhibidores. Por tanto, es de particular interés el estudio de las
interacciones entre distintas hormonas y neurotransmisores reguladores de la
secrecion exocrina pancredatica.

Las interacciones que pueden darse entre secretagogos son de dos tipos:
potenciacion y desensibilizacion. La potenciacion es aquella interaccion entre dos
agentes estimulantes que da lugar a una respuesta celular mayor que la suma de las
respuestas obtenidas por separado. La desensibilizacion es la reduccion de la
respuesta celular a un agonista cuando el tejido se ha sometido anteriormente a la
accion de este agonista o de otro.

La potenciacion estd ampliamente documentada en el pancreas exocrino. Asi,
ya a finales de los sesenta e inicios de los setenta se describe su existencia entre la
secretina y CCK (Brown y cols, 1967; Csendes y cols, 1971). Tras confirmaciones
posteriores (Heisler y cols, 1972; Gardner y Jensen, 1981) se llegd al concepto de
que entre dos secretagogos que actiien mediante diferentes vias intracelulares (AMPc
y Ca?") se produce potenciacion (Gardner y Jensen, 1981). Este proceso de
potenciacion se da tanto entre hormonas como entre analogos de los mensajeros
intracelulares; asi aparece entre la CCK y la forskolina (Heisler y cols, 1972; Heisler,
1983) o el IBMX (Burnham y cols, 1984), entre secretina e ion6foros del calcio,
entre ésteres del forbol y secretina (Hootman y Williams, 1987), VIP (Lee y cols,
1987; Swandito, 1989), noradrenalina (Singh, 1985a) o ACh (Francis y Singh, 1990)
y entre el Ca®>" y el DAG (Kowabayashi y cols, 1990).

La potenciacion parece depender de la concentracion de secretagogo: es mas
clara cuando los secretagogos actllan a concentraciones submaximas. También el
momento de accion de los secretagogos parece importante: VIP y CCK se potencian
si son aplicadas simultaneamente pero no si se aplica primero la CCK (Gardner y
Jensen, 1981).

El mecanismo celular subyacente a la potenciacion es desconocido. Se cree
que no se debe a incrementos en las concentraciones de mensajeros en respuesta a la
utilizacion simultanea de distintos agonistas (Collen y cols, 1982).
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Sin embargo el fendmeno de potenciacién no parece sencillo ni constante
como se penso inicialmente. Ademas de que en numerosos estudios no ha sido
confirmado, frecuentemente tan solo se refiere a alguno de los pardmetros secretores
del pancreas: entre secretina y CCK so6lo se ha hallado potenciacion para la secrecion
de proteinas (Ali y cols, 1990).

Junto a la potenciacion, en el pancreas también se produce el fendmeno
inverso o desensibilizacion. Aunque desde un punto de vista formal la
desensibilizacion es la reduccion de la respuesta a un agonista tras el pretratamiento
con el mismo u otro agonista, funcionalmente también puede darse cuando ambos
son aplicados simultdneamente (lo que algunos autores denominan restriccion)
(Katsushina y cols, 1990)

La desensibilizacion en el pancreas exocrino fue inicialmente descrita entre
CCK y carbacol (Gardner y Jensen, 1981). Puede tratarse de desensibilizacion
homologa (la preincubacion con un agonista reduce su propio efecto secretor) o
heter6loga (reduce la respuesta a otro agonista). Asi, en acinos de cobaya, el carbacol
reduce su respuesta a CCK-8 y bombesina (Vinayek y cols, 1990).

Entre distintas vias también hay inhibicion, asi la secretina y la CCK pueden
inhibirse mutuamente tanto in vivo como in vitro (Singh y cols, 1992; Camello y
Salido, 1993) al igual que la secretina y la ACh (Gonzélez y cols, 1993; Wisdom y
cols, 1994).

Los activadores de la PK-C (ésteres del forbol, diacilglicerol) también inhiben
la respuesta a la CCK-8 (Willems y cols, 1978; Ansah y cols, 1986; Lee y cols, 1987)
y a la ACh (Ansah y cols, 1986; Lee y cols, 1987; Arita y cols, 1991a). De hecho, la
PK-C es posiblemente ademas de un factor mas de la secuencia que conduce a la
respuesta secretora del pancreas, un importante modulador de la transduccion de
sefiales. Su activacién ha sido propuesta para explicar la alteracion o pérdida de
receptores que tienen lugar durante la desensibilizacion (Honda y cols, 1987; Lee y
cols, 1987; Louie y Owyang, 1991; Morisset y cols, 1991; Ashton y cols, 1992).
También es posible que su mecanismo inhibidor sea la movilizacion intracelular,
puesto que reduce la liberacion de Ca** por Ins(1,4,5)P3; (Willems y cols, 1989) y
agonistas (Arita, 1991a).

Una posibilidad que no debe excluirse es la interaccion de distintos tipos de
proteinas G con distintos receptores y diferentes rutas de sefalizacion intracelular
(Schulz y cols, 1988).
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4. Secrecion paralela

Estudios realizados por Tartakoff y cols (1974a, 1974b) y Scheele y Palade
(1975) en lobulos aislados de cobaya sobre la descarga de 3 enzimas secretoras
(amilasa, lipasa y ARNasa) y 4 zimogenos (quimotripsindgeno, tripsindgeno y
procarboxipeptidasas A y B) indican que la descarga enzimdtica se realiza
sincronicamente 'y con proporciones constantes, independientemente de las
condiciones experimentales y de la naturaleza del secretagogo empleado.

Estos autores, en un trabajo posterior (Tartakoff y cols, 1975), extienden su
investigacion a todos los enzimas pancredticos de cobaya. Usando marcaje
radioquimico de masas y SDS-PAGE para estudiar la secreciéon pancreatica,
concluyen que todas las proteinas secretoras son descargadas de forma paralela y con
proporciones constantes.

Los hallazgos estan de acuerdo con los publicados en los afios 50 por Bapkin,
en los que se describe, mediante estudios in vivo, que la secrecion de amilasa, lipasa
y tripsinodgeno, se realiza de forma paralela en pancreas de conejo, gato, perro y
hombre. También concuerdan con los resultados obtenidos en segmentos de pancreas
de paloma (Schucher y Hokin, 1954) y de rata (Christophe y cols, 1971), que indican
que la amilasa, la lipasa y la ARNasa, en el primer caso; y la amilasa y lipasa, en el
segundo, son secretadas de forma paralela. Los experimentos de Reggio (1973)
realizados en segmentos pancreaticos de paloma indican, de nuevo, que la secrecion
de amilasa, lipasa y quimotripsina se realiza de forma paralela.

Sin embargo, otros autores (Rothman, 1967; Rothman y Wells, 1969;
Rothman, 1974; Adelson y Rothman, 1974) han descrito que la descarga de enzimas
pancreaticas se produce de forma no paralela, y que la proporcion de enzimas
secretadas varia en distintas situaciones, sin embargo, como sus resultados no eran
absolutamente concluyentes, se requerian mas datos sobre que ocurre en esas
situaciones para asumir una descarga no paralela y sus implicaciones: existencia de
subpoblaciones de granulos de zimogeno especializados.

Los experimentos en los que se sigue la liberacion acumulada desde 16bulos
pancreaticos sugieren que, durante los periodos examinados, las proteinas estudiadas
estan presentes en proporciones constantes en la célula acinar, en prevision de ser
secretadas en paralelo. Asumiendo que no existe una especializacion celular o
subcelular, estos hallazgos implican que las proteinas secretoras comparten un
espacio cinético comun dentro de la célula acinar y un mecanismo de descarga
comun para este espacio (Scheele y Palade, 1975).
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Observaciones inmunohistoquimicas han establecido que en el péancreas
bovino no hay especializacion celular o subcelular para ninguna de las proteinas
secretoras estudiadas, entre las que se incluyen tripsindgeno, quimotripsindgeno,
desoxirribonucleasa, carboxipeptidasa A y ribonucleasa (Painter y cols, 1973).
Usando anticuerpos marcados frente a las proteinas en estudio y condiciones
cuidadosamente controladas, los antigenos correspondientes han sido detectados en
todos los granulos de secrecion de las células acinares. Observaciones menos
minuciosas indican que también pueden ser detectados, por el mismo procedimiento,
en elementos del complejo de Golgi (Kraehenbuhl y Jamieson, 1972) y en las
cavidades del reticulo endoplasmico rugoso.

Por todo lo expuesto, la equivalencia estructural del espacio cinético comin
se identifico como el espacio cisternal de las células acinares o serie de
compartimentos conectados (reticulo endopldsmico rugoso, complejo de Golgi,
granulos de secrecion), los cuales son usados por la célula para secretar, transportar,
modificar y almacenar sus productos secretores.

Estudios comparativos han demostrado convincentemente que las proteinas
secretadas estdn presentes en proporciones constantes en extracto de granulos de
zimogeno, y también en la descarga secretora de varias especies (Jamieson y Palade,
1971), cobaya incluida (Tartakoff y cols, 1974a); esos resultados implican que las
proteinas secretadas estan presentes en proporciones constantes al menos en el tltimo
compartimento del espacio comun. Ello deberia también ocurrir en proporciones
constantes en los compartimentos precedentes (reticulo endopldsmico rugoso,
complejo de Golgi), pero no existen datos especificos que confirmen esta teoria, y no
estan excluidas variaciones complementarias de uno a otro compartimento.

El mecanismo habitual de descarga puede ser considerado equivalente a la
exocitosis, o precisando mas, es el proceso que implica la fusion de la membrana de
los granulos con el plasmalema luminal, seguida por la descarga del volumen del
contenido secretor (Christophe y cols, 1973). Estudios morfologicos y biologicos
(Tartakoff y cols, 1974b; Jamieson y Palade, 1971) indican que no hay tratamiento
diferencial de los componentes de la mezcla secretora en este paso.

Como el pancreas exocrino aparece funcionalmente constituido por una
poblacion celular homogénea, y en los granulos secretores hay una proporcion
contante de proteinas, la célula acinar no modula la proporcion de las proteinas
liberadas (enzimas y zimogenos) en cortos periodos de tiempo (2 a 5 horas, que se
corresponde con la duracion habitual de un ciclo secretor). La célula acinar parece
descargar en basal o durante la estimulacién con varios secretagogos, una mezcla
contante de proteinas de secrecion.

Estas células responden a la estimulacién por secretagogos acelerando el
proceso de descarga (exocitosis), el cual ocurre continuamente (condiciones basales
o no estimuladas) si bien de forma lenta. Una regulacion fina en la composicioén
proteica de la secrecion, dependiente del tipo de alimento ingerido u otra clase de
estimulo, probablemente no ocurre.
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La existencia de mas de un tipo de estimulo fisiolégico parece relacionado
con la integracion (neural, hormonal) de la respuesta a la comida, més que con una
modulacion funcional de la secrecion proteica (Scheele y Palade, 1975).

La regulacion basta existe, sin embargo, al menos en ciertas especies (rata,
perro, hombre), pero es lenta (dias o semanas), de rango muy limitado, y requiere
cambios bastante drasticos en la dieta, y probablemente se basa en cambios
transcripcionales.
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5. Procedimientos
experimentales para el
estudio de la secrecion
pancreatica exocring

El pancreas exocrino es uno de los modelos experimentales mas usados en el
estudio de los mecanismos secretores, con este fin se han descrito diversas técnicas,
tanto in vivo como in vitro. A la hora de plantear un experimento para el estudio de la
secrecion pancreatica exocrina existe la necesidad de llegar a un compromiso entre el
mantenimiento de las condiciones fisiologicas del pancreas y el control estricto de las
variables implicadas. De dicho compromiso surgen una variedad de técnicas, cada
una de ellas con sus ventajas e inconvenientes.

En estudios in vivo se obtienen resultados que pueden estar modulados por
infinidad de factores que generalmente escapan al control del investigador y, aunque
permiten el estudio neuroendocrino del pancreas, presentan muchas limitaciones
técnicas y de disefio experimental. Por otra parte, la técnicas in vitro no permiten el
estudio integral del pancreas como 6rgano, pero eliminan muchas de las limitaciones
de los estudios in vivo y permiten indagar de forma mas directa y exacta en los
mecanismos celulares secretores, alcanzédndose con precision incluso las rutas
bioquimicas que se desencadenan en respuesta a distintos estimulos.

5.1 Métodos in vivo

Las técnicas in vivo desarrolladas para el estudio de la secrecion exocrina
pancreatica permiten realizar analisis de todo tipo en el pancreas como oOrgano
completo, con el concurso de todas las variables que intervienen en el animal vivo.
Sin embargo, y por este mismo motivo, no es factible controlar todos y cada uno de
los factores que intervienen en el disefio experimental y es posible que mediante este
tipo de estudios puedan alcanzarse conclusiones erroneas.
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Para evaluar la secrecion pancreatica en el animal vivo es necesario obtener el
jugo pancreatico mediante abordaje quirurgico, que mostrara variantes en funcioén de
las necesidades de cada situacion, pero que invariablemente requerird un tratamiento
preoperatorio que incluya la anestesia del animal, con el fin de evitarle sufrimientos
ademas de permitir desarrollar la cirugia con precision. La anestesia es un factor
distorsionante mas de los estudios in vivo que compromete la validez de los
resultados experimentales. El protocolo quirargico varia en cada situacion
experimental, pero suele incluir algunos, sino todos, de los siguientes
procedimientos:

- traqueotomia,

- canulacion de la vena yugular; permite la infusion intravenosa de drogas y
la obtencion de muestras de sangre,

- perfusion intraduodenal, posibilita realizar estudios sobre la regulacion
pancreatica durante la fase intestinal,

- canulacion del conducto biliar y reconduccion del flujo biliar hacia el
duodeno; permite obtener jugo pancreatico sin bilis y mantener el efecto que la
presencia de bilis en el duodeno ejerce en la secrecion de jugo pancreatico,

- canulacion del conducto pancredtico, esencial en la obtencion de jugo
pancreatico.

Entre los pardmetros que mas cominmente se determinan en este tipo de
estudios se incluyen:

EN EL JUGO PANCREATICO

¢ Secrecion hidroelectrolitica

Flujo ul/min

Concentracion y produccion de bicarbonato mM 6 nmol/min
Concentracion y produccion de potasio mM 6 nmol/min
Concentracion y produccion de cloro mM 6 nmol/min

¢ SecreciOn enzimatica

Concentracion y produccion de proteinas totales mg/ml 6 pg/min
Concentracion, produccion y actividad especifica de U/ml, U/min
enzimas pancreaticos 6 U/mg

EN EL PLASMA
Concentraciones plasmaticas de péptidos reguladores fmol/ml

Concentraciones plasmaticas de ciertos enzimas

L. 'ml
pancreaticos U/

Tabla 2: parametros a evaluar en estudios in vivo
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5.2 Métodos in vitro

5.2.1 Pdncreas aislado y perfundido

Aunque Babkin y Starling en 1926 describieron un método para el estudio del
pancreas de perro aislado, estos estudios no adquirieron importancia hasta los afios
sesenta cuando Rothman y Brooks (1965) pusieron a punto en el conejo una técnica
de pancreas aislado que permitia estudiar la secrecion electrolitica del pancreas en la
luz de los conductos pancreéticos, asi como las variaciones ocurridas en el medio de
perfusion. Case y cols (1968) desarrollaron una técnica mas convencional en la que
el pancreas de gato fue quirGrgicamente aislado y perfundido con tampones
fisiologicos por medio de un suplemento arterial. Posteriormente se han descrito
preparaciones de pancreas aislado y perfundido en perro (Vaysse y cols, 1977), rata
(Petersen y Ueda, 1977), cerdo (Jensen y cols, 1976) y cobaya (Camello, 1994).

Los fundamentos del método son idénticos para todas las especies, pero con
algunas diferencias debidas a las caracteristicas anatomicas que deben ser tenidas en
cuenta.

Los estudios llevados a cabo siguiendo esta técnica se centran sobre todo en
los requerimientos i6nicos de la glandula durante el proceso de secrecion, ya que se
puede variar a voluntad la composicion del medio en el que se incluye la glandula,
por ello la técnica de pancreas aislado ha sido usada para el estudio de secrecion de
las células ductulares y, particularmente, para: a) estudiar el mecanismo de
acoplamiento estimulo—secrecion y asi establecer el papel del AMPc como segundo
mensajero; b) analizar detalladamente los requerimientos idnicos durante la
secrecion, ya que esta técnica permite modificar el medio i6nico de la glandula; c)
investigar la influencia del aporte sanguineo en los mecanismos de secrecion y
concluir, en particular, que la vasoconstriccion es un inhibidor de la secrecion (Case
y Scratcherd, 1972).

Probablemente la mayor ventaja de esta preparacion sea que se eliminan las
interacciones con otros Organos, pero se conserva la organizacion funcional del
pancreas como Organo secretor, manteniendo la polaridad celular en el epitelio
glandular existente in situ y se conserva su lecho vascular. Ademads, esta técnica
permite el estudio de la secrecion fluida, no se observa liberacion basal de enzimas
por autodigestion y el mantenimiento de la red vascular evita el déficit de oxigeno y
nutrientes presente en las otras técnicas in vitro, ademas la presencia de los islotes de
Langerhans permite estudiar la interaccion entre el pancreas exocrino y el endocrino.

La desventaja mas notable es que el efecto de los diferentes agentes en el
tejido so6lo se puede estudiar afadiéndolos en serie, lo que implicaria un posible
agotamiento de la glandula en respuesta a los sucesivos estimulos. Tampoco se
pueden obtener multiples muestras de tejido para examinar los sucesos intracelulares
que acompafian a los cambios en la secrecion pancreatica.
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Descripcion de la técnica

Como ya se ha comentado, el protocolo quirargico difiere entre las distintas
especies debido a las peculiaridades anatomicas, aqui se describe brevemente la
técnica para rata (Camello, 1994).

El animal (200-300 g) se mantiene en ayunas 24 h con libre acceso al agua.
El protocolo quirtirgico comienza con la anestesia, que se realiza con una inyeccion
intraperitoneal de uretano (1.5 g/kg). Para el acceso a la cavidad abdominal se
practica una laparotomia ventral media desde el extremo xifoideo del esternon hasta
la cicatriz umbilical. Después de ligar y seccionar las conexiones vasculares, el
estobmago, el bazo y las asas intestinales (excepto duodeno) son separados del
pancreas. El conducto biliar y la arteria hepatica se ligan y se seccionan, y se canula
el conducto pancreatico. A continuacion se canulan la arteria celiaca y la arteria
mesentérica, que actuaran como conductos de entrada, y la vena portal, como salida.
En este momento comienza la perfusion de la solucidon fisiologica utilizando una
bomba peristaltica con un flujo de 2 ml/min. Generalmente se utiliza un tampon
Krebs-Henseleit (KH) al que se afiaden dextrano (5%) y BSA (0.25%), para
mantener la presion osmotica y evitar la adhesion de los agonistas peptidicos a las
caras internas de los tubos de perfusion, respectivamente. Ahora se retira el
mesenterio, donde se encuentran alojados el pancreas y el duodeno, y es alojado
en un bafio de 6rganos conteniendo 50 ml de la solucion KH sin dextrano. Este
tampon se mantiene a 37°C y es gasificado con carbdgeno (95% O2—5% COz)
constantemente.

5.2.2 Perfusion de segmentos o lobulos
pancredticos

Las técnicas de incubacion tanto de lobulos como de segmentos pancreaticos
tienen la gran ventaja de su facil preparacion, ademds de que no requieren la
utilizacion de enzimas y quelantes para su obtencion, lo que presupone una menor
agresion al tejido y unas condiciones experimentales mas adecuadas. Estas técnicas
permiten examinar, de forma simultdnea o de forma consecutiva, los efectos de
diferentes agentes en una misma porcidon de tejido. Se utilizan fundamentalmente
para evaluar la secrecion enzimatica pancredtica, ademas se emplean en el estudio de
los procesos bioquimicos intracelulares por medio de sondas marcadoras que
permiten analizar la incorporaciéon de aminoécidos (L-[*H]-leucina), nucle6tidos e
iones (*Ca*") en los procesos de sintesis (Scheele, 1983).

La principal desventaja que implica la utilizacion de esta técnica es que no se
pueden tomar muestras idénticas y representativas de la totalidad del tejido durante el
transcurso del experimento. Las muestras, por el contrario, son heterogéneas respecto
al tipo de célula, lo cual dificulta la interpretacion de los resultados. Asi, por
ejemplo, los efectos de la secretina y el VIP en la concentracion de AMPc en
segmentos de pancreas de rata se interpretaron inicialmente como reflejo de los
cambios en células de los conductos o centroacinares (Deschodt-Lanckman y cols,
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1975); sin embargo, el uso de suspensiones de células acinares purificadas (Gardner
y Jackson, 1977) y de células de conductos purificadas (Milutinovic y cols, 1977),
demostrod que tanto la secretina como el VIP podian aumentar los niveles de AMPc
en ambos tipos celulares e inducir, como respuesta, cambios en la secrecion de
enzimas pancredticos en células acinares (Gardner y Jackson, 1977; Rothman y
Brooks, 1965).

Descripcion de la técnica

Una vez sacrificado el animal por dislocacion cervical, se practica una
laparotomia ventral media y se localiza el pancreas. Traccionando siempre del bazo,
se seccionan los ligamentos, vasos, tejido adiposo y fascias que unen el pancreas y el
bazo, con el estobmago y las asas intestinales. Una vez extraido el péancreas se
deposita en una placa de petri que contiene una solucion fisioldgica, con una
composiciéon osmotica similar a la del plasma. El pH de esta solucion es de 7.4 y la
temperatura se ajusta a 4°C, para el tejido que se reserva, o a 37°C para el tejido que
va a ser investigado. La solucidn fisiologica se mantiene continuamente gaseada con
carbogeno (95% O2 — 5% COz2). En esta solucion se retira el bazo, y se eliminan los
ganglios, el tejido adiposo y conectivo, y cualquier elemento extraio que pudiera
encontrarse hasta dejar la glandula completamente limpia.

Una vez limpio el pancreas, se secciona un pedazo de unos 150-200 mg y se
corta en pequeiios segmentos, de unos 3—5 mg, con un bisturi, procurando seccionar
por las zonas donde se aprecia tejido conectivo y vasos sanguineos. El resto del
péancreas se mantiene a 4°C y es gaseado continuamente con carbogeno. El tejido
cortado en segmentos se deposita en una camara de perfusion y se deja equilibrar
durante 30—40 min, perfundiendo el medio de incubaciéon con un flujo de 1.5 ml/min.
Pasado este tiempo el tejido esta preparado para proceder con el disefio experimental.

El sistema in vitro de l6bulos, descrito en cobaya por Scheele y Palade
(1974), representa una variante respecto al sistema de segmentos expuesto
previamente. La técnica unicamente difiere en el modo con el que se procede a cortar
las porciones pancreaticas. En este caso la glandula se inyecta previamente con el
medio de incubaciéon (1 ml) a través del tejido conectivo, de forma que los l6bulos
pancredticos se disgregan, se visualizan los contornos y pueden ser separados en una
pieza. El sistema de l6bulos encuentra su mayor limitante en que depende de la
presencia de un tejido conectivo interlobular facilmente disgregable, que no se
encuentra en todas las especies (p.e. perro, vaca).

Este procedimiento minimiza el dafio a las células acinares, desde el
momento en que el trauma quirargico se limita a conductos y vasos. La extraccion de
l6bulos completos preserva la arquitectura pancreatica, y su pequefio tamafio asegura
una buena difusion del oxigeno y los solutos desde el medio de incubacion. Esto se
traduce en una menor cantidad de células dafiadas y en una prolongacioén de la
viabilidad. Sin embargo, estudios de corta duracion en pancreas de cobaya no revelan

diferencias significativas entre los resultados obtenidos por medio de ambas técnicas
(Scheele, 1983).

40 José Antonio Tapia Garcia



Antecedentes bibliogrdficos

5.2.3 Acinos o células acinares dispersas

Las técnicas de obtencion de acinos pancreaticos surgen de la necesidad de
desarrollar una preparacion que permitiese obtener muestras de tejido multiples e
idénticas, ademas de la de estudiar el funcionamiento de las células exocrinas
pancredticas en total ausencia de control nervioso, lo cudl s6lo puede garantizarse
mediante este tipo de técnicas.

En los esfuerzos para desarrollar una preparacion que permitiese tomar
multiples muestras idénticas durante la experimentacion y que permitiese cambios en
la estimulacion de la secrecion de enzimas por secretagogos comparables a los
producidos en segmentos pancreaticos, varios investigadores encontraron que
incubando el pancreas con colagenasa purificada y evitando la exposicion del tejido a
agentes quelantes, se podia obtener una suspension homogénea de acinos
pancreaticos (Peikin y cols, 1978). Estas células responden a secretagogos
pancreaticos en términos de cambios en el transporte de calcio (Gardner y Hahne,
1977; Kondo y Schulz, 1976) y metabolismo de nucleotidos ciclicos (Gardner y cols,
1976), entre otros; sin embargo, los cambios inducidos por secretagogos en la
liberacion de enzimas son menores que los hallados en segmentos de pancreas, lo
que se atribuy6 a posibles dafos en los receptores de membrana producidos durante
la dispersion del tejido (Amsterdam y Jamieson, 1974). Realizando medidas directas
de la union de los secretagogos a sus respectivos receptores se demostrd que esto no
era cierto, al menos cuando se desarrolla el protocolo experimental adecuadamente.

El gran inconveniente de la obtencion de acinos pancreaticos es la agresividad
del método, que implica el uso de enzimas disgregantes del tejido conjuntivo. Al
igual que ocurre en las preparaciones de segmentos pancreaticos, en este caso
tampoco es posible medir funciones que requieran la totalidad del tejido.

Una vez que se consiguid tener aisladas las células constituyentes de los
acinos y/o conductos del pancreas exocrino, fue posible iniciar, en detalle, el estudio
del funcionamiento del proceso secretor celular, desde la union de los secretagogos a
sus receptores en la célula, los sucesos intracelulares que acompafian esta union, y la
secrecion pancreatica en si misma, como proceso de liberacion de enzimas.

Descripcion de la técnica

A continuacion se describe la técnica para la obtencidon de células acinares
dispersas del pancreas de la rata (Garcia y cols, 1997). Los animales se sacrifican
mediante dislocacidon cervical y a continuacion se procede a extraer el pancreas con
la mayor rapidez posible.

Para el acceso a la cavidad abdominal se practica una laparotomia ventral
media desde el extremo xifoideo del esternén hasta la cicatriz umbilical.
Posteriormente, mediante traccion del bazo, se extrae el pancreas seccionando todos
los tejidos que lo unen a la curvatura mayor del estdbmago y a las asas intestinales.
Tras la liberacion del pancreas este se mantiene a 4°C en una solucion fisioldgica a
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pH 7.4 que, ademas del resto de componentes habituales, contiene un inhibidor de
tripsinas (tipo II-S, 0.1 mg/ml).

Una vez libre de grasa, ganglios linfaticos y de los principales vasos
sanguineos, en el intersticio del pancreas, a través del tejido conectivo, se inyectan
10 ml de una solucion de lavado que contiene colagenasa tipo V y una proporcion
muy baja de BSA (0.2%). A continuacion se incuba durante 10 minutos el pancreas
inyectado con colagenasa, en un bafio termostatico a 37°C con agitacion constante
(150 ciclos/minuto). Tras la primera incubacion se realizan dos incubaciones mas de
10 min con 5 ml de colagenasa en las mismas condiciones, renovando la solucion de
colagenasa entre cada una de ellas. Después de la ultima incubacion se somete al
pancreas a una disgregacion mecanica, consiguiendo que la mayoria de células
acinares queden libres en el medio de incubacion.

Inmediatamente después de la disgregacion mecénica se afiade a la solucion
de colagenasa un exceso de solucion de lavado sin colagenasa, que detiene la
digestion enzimatica del tejido conectivo. A continuacidn se pipetea esta solucion
unas 5 veces, a través de dos puntas de pipeta distintas, la primera con un diametro
mayor que la segunda, de esta forma se disgrega totalmente el tejido conectivo y se
eliminan los agregados mayores.

A continuacion se filtran las células en una malla con un poro de 150 um de
diametro, que retiene los agregados celulares de gran tamatfio, el tejido no digerido o
las impurezas.

Tras el filtrado se centrifuga la suspension acinar (30 xg, 2 min) y se elimina
el sobrenadante por decantacion. Después se resuspenden las células en solucion de
lavado y se realiza una centrifugacion en gradiente. Para ello se deposita en tubos
de centrifuga una solucion de parada, con una alta proporcion de BSA (4%), y sobre
¢ésta un pequefio volumen de solucion de lavado con las células en suspension. Con
esta disposicion se centrifugan los tubos a unas 50 xg durante 10 minutos. Las
células iran decantandose hacia el fondo al tener mayor densidad que la solucion de
parada, mientras que los restos de membranas y otras impurezas menos densas
permanecen en suspension.

Finalmente, se elimina el tampon de parada por decantacion y las células se
resuspenden en unos 40 ml de tampon de incubacion. En este tampon la proporcion
de BSA se reduce hasta el 1% y en su composicion sigue estando presente el
inhibidor de tripsinas. La suspension acinar se mantiene en este medio a 37°C, con
oxigenacion constante (100% O2) y agitacion suave (25 ciclos/min) durante un
tiempo variable, que oscila desde unos 30 minutos hasta 3 horas, dependiendo del
protocolo experimental.

La viabilidad celular se determina mediante la exclusion de azul tripan,
aceptandose como buenas aquellas preparaciones que generan un 90 % de células
viables.

42 José Antonio Tapia Garcia



Antecedentes bibliogrdficos

5.2.4 Estudios con células acinares aisladas

Utilizando como sustrato las células aisladas se alcanza un mayor grado de
precision en la investigacion de las rutas intracelulares de acoplamiento estimulo—
secrecion, ya que éstas se estudian a nivel unicelular y subcelular, utilizando sistemas
de microscopia clésica o microscopia confocal y sondas intracelulares excitables,
técnicas de patch—clamp, y otras.

Se han investigado mediante este tipo de técnicas los cambios i6nicos y
acido—basicos que acompanan al proceso secretor, ademas de realizar estudios sobre
la estructura del citoesqueleto celular, organelas subcelulares, granulos de zimogeno,
canales i06nicos..., tanto en condiciones basales como durante el proceso secretor.

Algunas de las técnicas cuyo sustrato bioldgico es la célula aislada se
encuentran en un estado muy incipiente, otras han alcanzado un gran desarrollo, pero
todas presentan un futuro prometedor.

Descripcion de la técnica

La técnica es idéntica a la anteriormente descrita. Simplemente se diferencian
en que aqui no es objeto de estudio el acino, sino células aisladas seleccionadas.
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6. Metodos para la
cuantificacion de la
secrecion proteica

La produccioén y secrecion de proteinas puede considerarse como el paso final
del proceso de acoplamiento estimulo—secrecion en el pancreas exocrino. Esta
glandula digestiva, ademas de una secrecion fluida rica en electrolitos, produce
mayoritariamente enzimas proteicos que seran vertidos al duodeno por el conducto
pancreatico en respuesta a secretagogos u otros estimulos. La cuantificaciéon de
proteinas en la secrecion exocrina es, por lo tanto, una buena aproximacion para
estudiar la funcionalidad pancreatica, e investigar como los diferentes disefios y
condiciones experimentales modulan dicha respuesta.

Respecto a la técnica a emplear se puede afrontar el estudio de la secrecion
proteica pancredtica partiendo de dos premisas generales, o bien se estudia la
secrecion mediante la toma de muestras discretas a lo largo del tiempo, o bien la
secrecion se monitoriza continuamente durante el protocolo experimental. En el
primer caso, a la hora de obtener resultados experimentales consistentes, adquieren
relevancia la frecuencia con que se recogen las muestras y la fase del disefio
experimental en que se toman.

Independientemente de la forma en que se van a tomar las muestras también
tiene relevancia el enzima en el que se basa el método experimental. En este caso
existen de nuevo dos aproximaciones generalistas: 1%) es evidente que si deseamos
evaluar la forma en que se modula la produccion, secrecion y actividad de un enzima
especifico, éste debe ser el objeto de nuestras pesquisas, y se aplicaran las técnicas
necesarias para su cuantificacion en las distintas condiciones experimentales; 2%) por
el contrario, si se pretende evaluar el proceso secretor con una vision de conjunto,
entonces se procedera a cuantificar la produccion de proteinas mediante técnicas que
deben aunar dos caracteristicas: el enzima a determinar debe ser representativo del
total de los secretados, y su determinacion debe resultar fiable y sencilla. La forma
mas comoda de estudiar la secrecion pancredtica es estimar la produccion total de
proteinas; esta aproximacion, sin embargo, se ve sometida a multiples interferencias
en muchas ocasiones.

Para evaluar el proceso secretor con mas precision debe cuantificarse la
produccion de amilasas o de tripsinas. Estos enzimas son de eleccion porque

44 José Antonio Tapia Garcia



Antecedentes bibliogrdficos

constituyen el componente enzimatico mayoritario en la secrecion pancreatica. Al
igual que la determinacion de tripsinas, que se realiza rutinariamente en laboratorios
de experimentacion fisiolodgica, la determinaciéon de amilasas es fiable, rapida y
sencilla en muestras discretas. Sin embargo, cuando se pretende estudiar la secrecion
de forma continua a lo largo del tiempo, las técnicas disponibles para amilasas,
aunque fiables, son complejas y requieren un aparataje especifico no disponible de
rutina en la mayoria de laboratorios.

6.1 Métodos para la cuantificacion en
muestras discretas

6.1.1 Determinacion de proteinas totales

Determinacién de proteinas por absorcién UV: absorbancia en el
ultravioleta cercano (280 nm)

La cuantificacion de la cantidad de proteina en una solucidén es posible
mediante un espectrofotometro simple. La absorcion de radiacion en el ultravioleta
cercano depende fundamentalmente del contenido de Tyr y Trp, y en muy pequeia
proporcion del contenido de Phe y de enlaces disulfuro. Por lo tanto, la absorbancia a
280 nm (A2g0) varia en gran medida entre diferentes proteinas: para soluciones de
1 mg/ml, desde 0 a mas de 4 para algunas proteinas de la lana ricas en tirosina, si
bien la mayoria de valores se encuentran en el intervalo 0.5-1.5.

Las ventajas de este método son su simplicidad y que la muestra es
recuperable. El método tiene algunas desventajas, entre las que se incluyen la
interferencia de otros cromoéforos y que la absorcidon especifica para una proteina
dada debe ser estimada. El coeficiente de extincion del acido nucleico en la region de
los 280 nm puede ser 10 veces mayor que la extincion de la proteina para su misma
longitud de onda; en consecuencia, un pequeio porcentaje de acido nucleico puede
interferir considerablemente en la absorcion.

Determinacién de proteinas por absorcién UV: absorbancia en el
ultravioleta lejano

El enlace peptidico absorbe fuertemente en el ultravioleta lejano con un
maximo en los 190 nm. Esta gran absorcion de las proteinas a esas longitudes de
onda ha sido usada para su determinacion. Debido a las dificultades que entrafia la
absorcion del oxigeno y la baja resolucion de los espectrofotometros convencionales
a esa longitud de onda, es mas recomendable realizar las mediciones a 205 nm,
doénde la absorbancia es aproximadamente la mitad que a 190 nm (Scopes, 1974). La
mayoria de proteinas tienen coeficientes de extincidon para una solucién de 1 mg/ml
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entre 30 y 35 a 205 nm, y de 20-24 a 210 nm. En la absorbancia a 205 nm
contribuyen varias zonas de la cadena peptidica, incluyendo aquellas en que hay Trp,
Phe, Tyr, His, Cys, Met, y Arg (en orden decreciente).

Entre las ventajas de este método se incluye la simplicidad y la sensibilidad,
ademas de que la muestra es recuperable sin degradacion. También hay pequenas
variaciones en la respuesta entre diferentes proteinas, permitiendo una determinacién
casi absoluta de proteina. En las desventajas de este método se incluye la necesidad
de calibrar con precision el espectrofotometro en el ultravioleta lejano. Ademas,
muchos tampones y otros compuestos, como grupos hemo o piridoxal, absorben
fuertemente en esta region, y especialmente los acidos nucleicos.

Método de Lowry

La mayoria de los métodos utilizados para determinar la concentracion
proteica son sensibles a la composicion en aminoacidos de la proteina, y no pueden
ser determinadas concentraciones absolutas. El procedimiento de Lowry y cols
(1951) no es una excepcion, pero su sensibilidad es moderadamente constante de
proteina en proteina y ha sido tan ampliamente usado que la concentracion de
proteina estimada por el método de Lowry es una alternativa completamente
aceptable, frente a determinaciones absolutamente rigurosas, en casi todas las
circunstancias donde estan implicadas mezclas de proteinas o extractos crudos.

El método se basa por un lado en la reaccion de Biuret, donde el enlace
peptidico de las proteinas reacciona con cobre bajo condiciones alcalinas,
produciendo Cu”, que a su vez reacciona con el reactivo Folin; y por otro se basa en
la reaccion Folin-Ciocalteau, en la cual el fosfomolibdato tungstico es reducido a
heteropolimolibdeno por la oxidacion de los aminodcidos aromaticos catalizada por
el cobre. La reaccion resulta en un fuerte color azul, que depende en parte del
contenido de Tyr y Trp. El método es sensible a variaciones de 0.01 mg de
proteina/ml aproximadamente, y su utilidad 6ptima se encuentra en soluciones con
un intervalo de concentracion de 0.01-1.0 mg/ml de proteina. El ensayo no es lineal
a altas concentraciones de proteina, por lo que debemos asegurarnos de medir en la
porcioén lineal de la curva de calibracion.

Una desventaja importante del método de Lowry es el hecho de que una
amplia variedad de sustancias interfiere con sus determinaciones. Entre éstas se
incluyen tampones, drogas, detergentes, acidos nucleicos y azicares. En muchos
casos las interferencias de esos agentes pueden ser minimizadas diluyendo la
muestra, siempre asumiendo que la cantidad de proteina es lo suficientemente grande
como para ser detectada después de la dilucion. En otros casos deben aplicarse
procedimientos para separar las proteinas de las sustancias que interfieren con la
medicion (Peterson, 1983). Cuando estdn presentes estas sustancias, es muy
importante utilizar un blanco apropiado.
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Método de Bradford

Este método, originalmente descrito por Bradford (1976), ha llegado a ser el
preferente en la cuantificacion de proteinas en muchos laboratorios, incluido el
nuestro. Esta técnica es simple, rapida y mas sensible que la cuantificacion basada en
el método de Lowry. Mas aun, cuando se compara con el método de Lowry, esta
técnica estd sujeta a menos interferencias por agentes comunes y componentes no
proteicos de las muestras biologicas.

El método de Bradford se basa en la union del colorante Coomassie blue
G-250 con las proteinas. Estudios detallados indican que el colorante libre puede
encontrarse en tres formas i6nicas diferentes, con valores de pKa de 1.15, 1.82 y 12.4
(Chial y cols, 1993). La formas roja y verde del colorante, que son mas catidnicas y
predominan en el reactivo de ensayo en medio 4cido, tienen absorbancia maxima a
470 nm y 650 nm respectivamente. Por el contrario, la forma anidnica, con
coloracion azul, se une a las proteinas y tiene una absorbancia maxima a 590 nm. Por
lo tanto, la cuantificacion de proteina puede ser estimada determinando la cantidad
de colorante en la forma azul, esto generalmente se realiza midiendo la absorbancia
de la solucién a 595 nm. Esta longitud de onda, a priori, no parece la mas adecuada
si se tiene en cuenta que tras la unidn con las proteinas, el colorante azul desplaza su
absorbancia méxima desde los 590 nm a los 620 nm, por lo tanto se presenta como
mas sensible leer la absorbancia en esta Gltima longitud de onda. Sin embargo, a pHs
de ensayo habituales, una proporcion apreciable del colorante se encuentra en la
forma verde (Amax=650nm), que interfiere con la absorbancia del complejo
proteina—colorante medida a 620 nm, por lo tanto el ensayo se realiza midiendo la
absorbancia de la solucion a 595 nm.

Parece que el colorante Coomassie blue G-250 tiene mas afinidad por los
residuos de Arg y Lys de las proteinas, aunque no se une a los aminoacidos libres
(Compton y Jones, 1985; Congdon y cols, 1993). Esta especificidad es la principal
desventaja de este método, porque puede implicar variaciones en los resultados al
ensayar diferentes proteinas (Read y Northcote, 1981; Friedenauer y Berlet, 1989;
Stoscheck, 1990). El método de Bradford original mostraba algunas variaciones en la
respuesta frente a diferentes proteinas, para solventar este problema se han propuesto
varias modificaciones generalmente basadas en el control del pH de la reaccion
afiadiendo NaOH, que presumiblemente incrementa la forma azul, especie i6nica que
reacciona con las proteinas (Read y Northcote, 1981; Peterson, 1983; Friedenauer y
Berlet, 1989; Stoscheck, 1990). Sin embargo, los cambios propuestos provocan un
analisis menos robusto porque a menudo existe mayor susceptibilidad a las
interferencias con otros compuestos quimicos.

Consecuentemente, el método original descrito por Bradford permanece como
el mas adecuado, y sigue siendo el usado mas extensamente. Existen dos variantes: el
ensayo estandar, que es adecuado para realizar medidas entre 10 y 100 pg de
proteina; y el microensayo, que se utiliza para detectar cantidades de proteina entre 1

y 10 pg.

José Antonio Tapia Garcia 47



Antecedentes bibliogrdficos

Descripcion del ensayo estandar:

Para preparar el reactivo de Bradford se disuelven 100 mg de Coomassie
Brilliant Blue G-250 en 50 ml de etanol al 95%, afiadiendo 100 ml de é&cido
ortofosforico al 85%, y diluyendo hasta un volumen final de 1 litro con agua
destilada. Posteriormente se realiza la mezcla durante aproximadamente 1 hora y se
filtra. El reactivo de Bradford se conserva en oscuridad.

Un volumen de 50 pl de la muestra se lleva a 2.5 ml de reactivo de Bradford.
Después de 5 minutos, y antes de 1 hora se procede a su lectura en un
espectrofotometro a 595 nm, frente a un blanco preparado con 50 ul de agua (u otro
solvente donde se encuentre la muestra problema) y 2.5 ml de reactivo de Bradford.

Las lecturas de densidad 6ptica correspondientes a las muestras se comparan
con una curva estandar realizada con seroalbimina bovina. Los resultados se
expresan en mg/ml.

6.1.2 Determinacion de la secrecion de amilasas

Método de Noelting v Bernfeld

Esta técnica fue descrita por Noelting y Bernfeld (1948) y modificada por
Hickson (1970). Caracteriza la actividad amilasica al determinar colorimétricamente
la produccion de maltosa liberada a partir de un sustrato de almidén soluble, cuando
¢éste es incubado en presencia de amilasas.

Descripcion de la técnica:

El reactivo de maltosa se prepara disolviendo 2 gramos de 3,5-
dinitrosalicilico en una solucion que contiene 60 ml de NaOH 2N y 60 gramos de
tartrato sddico potasico en agua destilada hasta completar 500 ml. El color de esta
solucion cambia de amarillo a rojo cuando se hierve con un azicar reductor.

El sustrato es una solucion de almidon soluble, disuelto al 2% (p/v) en un
tampon fosfato (Na2HPOs-12H20 y NaPO4H2:2H20) 0.2M y pH 7.05, con NaCl
(0.67 M) para satisfacer los requerimientos de iones CI” de la amilasa. Este tampon se
utiliza también como disolvente para las soluciones estdndar de maltosa.

Se afiade 1 ml de la muestra a 10 ml de la solucion de almidén al 2% y se
incuba en un bafio a 37°C durante 5 minutos, durante este tiempo el enzima actua
sobre el sustrato liberando la maltosa. A continuacion se toma 1 ml del contenido de
los tubos problema y se afiade a 5 ml de reactivo de maltosa. Paralelamente se
procesa un tubo con 1 ml de almidon al 2% para determinar la cantidad de maltosa
libre en la solucion de almidon utilizada; asi mismo se anade un tubo de reactivo de
maltosa con 1 ml de tampon. Todos los tubos se tapan con torundas de algodon y se
sumergen en agua en ebullicion durante 10 minutos. Después se enfrian rapidamente
por inmersion en agua fria y se diluye 1 ml del contenido de cada uno de los tubos en
10 ml de agua destilada. Por ultimo, se procede a medir el color desarrollado en un
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espectrofotometro a 520 nm ajustando el cero de absorcion con el blanco de reactivo
frente al blanco de sustrato.

Las lecturas de densidad optica correspondientes a los tubos problema se
comparan con una curva estandar de maltosa preparada a partir de una solucion
madre que contiene 14 mg de maltosa en solucién tampdn. La actividad enzimatica
del sobrenadante y del homogeneizado de las muestras se expresa en unidades de
actividad amilasica por ml (U/ml) de acuerdo con los calculos de Hickson (1970). A
partir de estos valores se calcula el tanto por ciento de amilasa liberada.

Método del reactivo Phadebas® Amylase Test

La técnica descrita en el apartado anterior es suficientemente sensible, pero
también es laboriosa y requiere mucho tiempo para su realizacion. Actualmente se
utiliza como alternativa el método Phadebas Amylase Test, idoneo para determinar la
secrecion de amilasas en acinos pancreaticos. Este método colorimétrico es muy
adecuado para el andlisis cuantitativo de la a-amilasa en una solucién o un liquido
biologico. El reactivo en el que se basa el test contiene como sustrato un polimero de
almidon insoluble, portador de un colorante azul. Este sustrato se hidroliza por
accion de la a-amilasa dando lugar a la liberacion del colorante azul, que es soluble
en agua. La absorbancia de la solucion se mide a 620 nm y es proporcional a la
actividad del enzima en la muestra.

Descripcion de la técnica para acinos pancredticos:

En el instante previo a la incubacion de los acinos se toma una muestra de la
suspension (300 ul), que se centrifuga a 350 xg durante 2 minutos, con objeto de
separar el sobrenadante de la suspension acinar. Estos tubos, denominados muestras
cero, se utilizaran posteriormente para cuantificar las cantidad de amilasas existente
en el sobrenadante de la solucion acinar en el instante previo al inicio de la
incubaciéon con los distintos agonistas. El valor sera restado de los demés en el
momento de realizar los calculos.

A continuacion se incuban 500 pl de la suspension acinar con los agonistas en
estudio durante 30 minutos, manteniendo la temperatura en 37°C y con agitacioén
constante (60 ciclos/min). Con el fin de conocer la secrecion basal de amilasas se
incuba, en ausencia de estimulo y en las mismas condiciones, una serie de muestras
tomadas a distintos tiempos. Todos estos tubos (con y sin estimulo) se denominan
muestras problema.

De la misma suspension acinar se toman 500 pl a los que se afiade 5 ml de
solucion de lisis y se agita. La solucion de lisis es capaz de romper las membranas
citoplasmaticas de las células, permitiendo asi que las amilasas que contienen sean
liberadas al medio. Estos tubos se denominan muestras totales y permiten conocer la
cantidad total de amilasas presentes en la suspension acinar, teniendo en cuenta este
valor los resultados podran ser expresados como porcentaje de secrecion respecto a
la cantidad total de amilasas de la suspension acinar.
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La solucion de lisis estd compuesta por Na2HPO4 10mM, lauril sulfato sédico
(SDS) 0.1% (p/v), albimina sérica bovina 0.1% (p/v), y CaCl2 4mM, el pH se ajusta
a’7.8.

Como ya se ha mencionado, la incubacion se mantiene durante 30 minutos, al
término de los cuales se detiene la secrecion de amilasas centrifugando 300 pl de
cada muestra a 350 xg durante 2 minutos. La determinaciéon de la cantidad de
amilasas que se ha secretado durante la incubacion, se lleva a cabo mediante el
Phadebas Amylase Test. La mezcla del reactivo se prepara suspendiendo el sustrato a
razén de una tableta de Phadebas Amylase Test por cada 20 ml de reactivo de
amilasas. La mezcla se mantiene en agitacion para que las suspension del reactivo
sea uniforme, ya que el sustrato es insoluble en agua.

El reactivo de amilasas tiene la siguiente composicion: NaCl 50mM,
NaxHPO4 20mM, azida sdédica 0.02% (p/v). El pH se ajusta a 7.0.

100 ul de las muestras cero y de las muestras problema, a las que se afiaden
200pul de solucion de lisis, y 300 pl de las muestras totales, a las que ya se habia
anadido el tampon de lisis anteriormente; se incuban con 2 ml del reactivo de
Phadebas a 37°C, sin agitacion y durante 5 minutos aproximadamente. Transcurrido
este tiempo se detiene la reaccion afiadiendo 500 ul de NaOH 0.5N a cada tubo y se
diluye el contenido de esos tubos con 8 ml de agua destilada. Posteriormente, se
centrifugan a 700 xg durante 4 minutos, asi precipita el sustrato insoluble y permite,
finalmente, leer la absorbancia del sobrenadante de cada tubo a 620 nm en un
espectrofotometro.

Se calcula la liberacion de amilasas como porcentaje de la actividad amilésica
total, considerando la procedente de los acinos al inicio de la incubacién y la liberada
al medio extracelular durante dicha incubacion, para ello se aplica la siguiente
férmula:

Ai— A
% secrecion de amilasas = _ AT x100
(K x Ar) — Ao

Doénde:

Ai: absorbancia de la muestras problema

Ao: absorbancia de la muestras cero del mismo par de la serie experimental
(media de los pares de ceros de cada serie)

Ar. absorbancia de las muestras totales del mismo par de la serie
experimental (media de los pares de muestras)

K (=3.67), es el factor de correccion que se debe aplicar. Se obtiene teniendo
en cuenta la dilucion final de las muestras totales: al afiadir 500 pl de suspension
acinar a 5 ml de solucién de lisis la dilucion es 1/11, pero se anade 3 veces mas
cantidad (300 pl) que la anadida de las muestras problema (100 pl), por lo tanto el
factor de correccion es 11/3 6 3.67.
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6.1.3 Determinacion de la secrecion de
tripsinégeno

Técnica de Caldwell v Sparrow

La produccion y actividad de tripsinas en el jugo pancredtico puede
determinarse en muestras discretas mediante la técnica de Caldwell y Sparrow
(1976), segin la modificacion descrita por Manso y cols (1992). Esta se
fundamenta en el empleo del BAPNA, un sustrato de naturaleza peptidica incoloro
en disolucion acuosa, que cuando es hidrolizado por la accion especifica de la
tripsina, libera paranitroanilina, un colorante soluble de color amarillo detectable
espectrofotométricamente a 405—410 nm.

La técnica puede requerir pequefias variaciones metodologicas segin las
condiciones experimentales y el sujeto de investigacion. La que a continuacidon se
describe se ha puesto a punto para rata.

Descripcion de la técnica:

Se diluyen las muestras de jugo pancreatico hasta una concentracion de
250 pg/ml de proteinas totales en una solucion tampon Tris-HCI 0.1 M, pH 7.6 y
CaCl2 0.05 M, y se incuban con un volumen igual de una solucion de 50 pg/ml de
tripsina bovina tipo III, en el mismo tampon a 0°C durante 24 horas, para la
activacion del tripsindgeno del jugo pancredtico a tripsina. Simultadneamente, se
incuba un tubo control, conteniendo la dilucion de tripsina bovina y tampdn a partes
iguales, sin jugo pancreatico.

Se utiliza el BAPNA (Na-benzoil-DL-arginina-4-nitroanilida) como sustrato
de tripsinas a una concentracion 0.2 mM.

Para realizar las mediciones se mezclan 2 ml de tampon, 400 ul de BAPNA
1.25mM en metanol/agua (v/v) y 100 pl de la muestra activada, y se incuban 20
minutos a 37°C. Transcurrido este tiempo, se afiaden 500 pl de acido acético al 20%
para detener la reaccion por precipitacion de las proteinas, y se mide la absorbancia a
410 nm. Los valores de densidad oOptica se llevan a una recta patrén elaborada con
paranitroanilina, para conocer de ese modo la cantidad de sustancia liberada por
efecto de la tripsina. A los valores hallados para cada muestra, se les resta el del tubo
control, que nos indica la cantidad de paranitroanilina liberada por efecto de la
tripsina bovina exogena.

Los resultados se expresan en U/ml, considerando una unidad enzimatica de
tripsina a la cantidad de este enzima que hidroliza 1 pmol de BAPNA en 1 minuto en
las condiciones de la técnica (37°C). Si conocemos el flujo pancreatico (pl/min)
puede establecerse la produccion de tripsinas (mU/min) multiplicando la actividad de
la enzima por el flujo. Del cociente entre la actividad y la concentracion de proteinas
totales se obtiene la actividad especifica de tripsinas, que se expresa en U/mg.
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Método de Folsch

Esta técnica, descrita por Folsch y Wormsley (1973), se basa en la hidrdlisis
por la tripsina del sustrato No-p-toluensulfonil-L-arginina-metil-ester, con la
consiguiente liberacion de Na-p-toluensulfonil-L-arginina que es capaz de absorber
luz a 247 nm. El aumento de absorcion luz por minuto es directamente proporcional
a la concentracion de tripsina presente en la muestra.

La condiciones Optimas para la medicion son: pH 8.1 y una concentracion de
sustrato de ImM. Asi mismo, el ion Ca®" estabiliza el enzima a una concentracion
final de 10 mM. La técnica es sensible, repetitiva (+ 3%, coeficiente de variacion
para actividades alrededor de 30 U/ml) y, en ausencia de trombina y de plasmina, es
especifica para tripsina.

Descripcion de la técnica:

Antes de realizar la determinacion de la tripsina en el jugo pancreatico,
previamente se ha de proceder a la activacion del tripsindgeno a tripsina. Para ello se
diluyen 10 mg de enterocinasa en 625 ul de suero salino, se toman 500 ul de esta
disolucion y se afiaden a 9.5 ml de tampon Tris-HCI (CaClz, 0.05 M), esta solucion
se va a denominar solucién de enterocinasa.

Por otra parte, una vez que las muestras de jugo pancreatico se han diluido
convenientemente con suero fisiologico, se toman 100 ul de cada muestra y se
anaden a 100 ul de solucion de enterocinasa, y se incuba la mezcla a 37°C durante
1 hora. Al cabo de este tiempo el tripsindgeno de las muestras se ha activado y se
puede realizar la determinacion de tripsinas. Para esta determinacion de mezclan (por
orden) 1.3 ml de tampdn para tripsinas, 175 pul de solucion sustrato de tripsina y 50
ul de la muestra activada. Esta mezcla se agita en la cubeta de medicion, se mantiene
a 25°C y se procede a la lectura en un espectrofotometro tras 1, 2 y 3 minutos,
calculandose el incremento medio por minuto. Si éste excede de 0.100 debe diluirse
la mezcla.

El resultado se expresa en U/ml, y se calcula segun la expresion:

U/mlz%x v

t EXV

Doénde:

V= volumen del sistema de test en la cubeta (ml)

v = volumen de la muestra en el test (ml)

&= coeficiente de extinciéon micromolar (= 0.540 cm?/uM)
DE = cambio en la densidad Optica

¢t = tiempo (min)
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6.2 Métodos para la cuantificacion en
continuo

En péancreas, al hablar de un sistema de cuantificacion en continuo nos
referimos a un sistema, disefiado de tal forma que permita medir a lo largo del
tiempo y sin interrupcion la produccion proteica (u otro parametro) de este tejido
secretor.

La gran ventaja de estos sistemas es que permiten obtener un patrén dindmico
preciso de la secrecion en gran variedad de condiciones experimentales, solventando
las limitaciones que en este aspecto presentan los sistemas de incubacidn estatica.
Por esta caracteristica, los métodos en continuo (también llamados on line o
automaticos) son adecuados para el estudio de las interacciones droga—receptor en la
membrana, y los mecanismos intracelulares de acoplamiento estimulo—secrecion
implicados. También permiten un acercamiento al estudio de fendmenos
farmacolégicos tales como taquifilaxia, desensibilizacion, inhibicion e interacciones.

Todas estas técnicas tienen un esquema muy similar, por una parte presentan
un sistema de flujo que mantiene viable y funcional el tejido pancreatico, a la vez
que permite su estimulacion. Por otra, presentan un sistema de deteccion, de
complejidad variable, que es aplicado en el efluente del tejido para medir diversos
parametros. Se han descrito varias técnicas para el analisis de estos parametros, con
diversos grados de selectividad, estabilidad y sensibilidad.

Los parametros estudiados se registran continuamente, y en los registros
puede caracterizarse la respuesta utilizando cuatro determinaciones diferentes: la
altura del pico, para obtener la respuesta maxima; la integracion del area bajo la
curva, que ofrece informacion sobre la amplitud de la respuesta; la pendiente del
pico, para ajustar el perfil de la curva; y el tiempo de repuesta, que clarifica la
celeridad con que un secretagogo ejerce su accion. Por tanto, para caracterizar la
respuesta se determina:

- Respuesta maxima, algunos secretagogos producirdn incrementos maximos
en la secrecion, mayores que los producidos por otros; para estudiar este parametro
se mide la altura maxima registrada para cada secretagogo y se compara.

Figura 7: dos registros con diferentes incrementos maximos.
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- Amplitud de la respuesta, algunos secretagogos presentan una respuesta
mas sostenida que otros, independientemente de la respuesta maxima y ante
estimulos de igual duracion; en este caso las comparaciones se realizan integrando el
area bajo la curva.

AL

- Perfil de la respuesta: independientemente de la respuesta méxima y del
area bajo la curva, algunos secretagogos estimulan la secrecion con un incremento
por unidad de tiempo mayor que otros, es decir, con mayor pendiente; de igual
forma, el descenso en la secrecion que se observa cuando el secretagogo es retirado
del medio de perfusion, puede producirse de forma mas répida o lenta. En este casos
las comparaciones se realizan determinando las pendientes.

Figura 9: dos registros con perfil

1 2 diferente.

Figura 8: dos respuestas con diferente amplitud.

- Celeridad de la respuesta, ciertos secretagogos estimulan la secrecion mas
rdpidamente que otros; para estudiar esta constante se determina el tiempo
transcurrido entre la adicion del secretagogo al medio de perfusion y el momento en
que se detecta la respuesta. A los valores asi obtenidos se les puede restar el tiempo
en que se retrasa la respuesta dependiente del espacio muerto del sistema, y calcular
de esta forma el tiempo en el que realmente reacciona el tejido.

Figura 10: dos secretagogos con distinto tiempo de

1 5 reaccion.

54 José Antonio Tapia Garcia



Antecedentes bibliogrdficos

6.2.1 Determinacion de proteinas totales en
continuo por absorcion UV

La determinacion en continuo de proteinas totales por absorcion ultravioleta,
ha sido una técnica usada con gran profusion en la investigacion de la Fisiologia
Gastrointestinal. Actualmente estd en desuso debido a que se han desarrollado
técnicas que estan sometidas a menos interferencias que esta. Sin embargo, se trata
de una técnica extremadamente sencilla que debe tenerse en cuenta en ciertos disefios
experimentales, siempre que se utilicen sustancias que no interfieran con la
absorbancia en el espectro UV (Camello y Salido, 1993).

Esta técnica fusiona dos de los procedimientos que ya han sido descritos en
esta introduccion. Por una parte, el sustrato biologico que se va a utilizar son
segmentos o lobulos perfundidos; por otra, el fundamento metodologico se basa en la
capacidad de las proteinas para absorber en el ultravioleta cercano (280 nm),
fendmeno que ya ha sido comentado en apartados anteriores.

Descripcion de la técnica:

Una vez obtenidos, los segmentos pancreaticos (150-200 mg) se depositan en
una camara de perfusion y se dejan equilibrar durante 30—40 min. Pasado este tiempo
el tejido estd preparado para proceder con el disefio experimental.

o Espectrofotémetro
280 nm Carta
. registradora
Y Y [e] o] | G |
95% O, KH é C TP go% =n || [
Qe8) [
5% CO, S o g
Bafio Bomba Y
termostatico peristaltica
(37°C)
JILLT e
> f+» .
‘ Espectrofotémetro Carta
1 1 280 nm h
ENRR; registradora
J KH U
S E
95% O, Bario termostatico Y—&
5% CO, peristéltica

Figura 11: Diagrama de flujo del sistema de determinacién en continuo de las proteinas
totales, en una vista en planta (A) y en una vista lateral (B). Abreviaturas: KH, tampdn
fisiolégico (Krebs-Henseleit); S, secretagogo; C, captaburbujas; TP, tejido pancreatico
en la camara de perfusion. Simbolos: [X], sumidero.
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El medio de incubacién es constantemente perfundido a través de la camara
(1.5 ml/min) por una bomba peristaltica, que recoge el medio de incubacion (a 37°C,
gasificado con carbogeno) y lo impele por el sistema de tubos que se esquematiza en
la figura 11. Antes de la cdmara de perfusion donde se halla el tejido, se coloca otra
camara con la funcidn de atrapar las burbujas. El efluente que sale de la cdmara de
perfusion se hace pasar por un espectrofotometro, ajustado para registrar absorbancia
a 280 nm, que tiene conectada una carta registradora.

La carta recibe datos del espectrofotometro y los representa en papel. De esta
forma podremos registrar continuamente la secrecion basal de proteinas y, por
supuesto, el efecto de los distintos tratamientos.

Para calibrar el sistema se emplean concentraciones crecientes de
seroalbumina bovina (BSA), posteriormente se hace una regresion lineal con los
datos obtenidos midiendo la altura maxima de los picos (respuesta méaxima) sobre la
linea base. De todas formas, antes de cada experimento se comprueba la calibracion
del sistema, mediante la perfusion de tampon de incubacidon con una concentracion
conocida de BSA.

Los resultados se expresan como pg/ml/100 mg tejido, o bien, al ser conocido
el flujo de la bomba peristéltica, como pg/min/100 mg tejido.

6.2.2 Determinacion de amilasas en continuo

Se han descrito varias técnicas, de complejidad variable, para el andlisis de la
amilasa en tejidos o en fluidos corporales, incluyendo métodos viscométricos,
sacarogénicos 'y colorimétricos (Searcy y cols, 1966; Rinderknecht y cols, 1967;
Klein y cols, 1970). Cada una de ellas ha sido desarrollada con el objetivo de mejorar
la selectividad, estabilidad y sensibilidad del sistema precedente. La introduccion de
una técnica fluorescente para cuantificar la amilasa (Rinderknecht y Marbach, 1970)
permiti6 desarrollar un método para medir en continuo la secrecion de amilasas, que
aportaba mejoras considerables sobre cualquiera de los precedentes (Matthews y
cols, 1974).

El método se basa esencialmente en la liberacion de un producto fluorogénico
dializable desde la amilopectina antranilato, usado como sustrato, por la acciéon de la
amilasa. La intensidad de fluorescencia se monitoriza en un espectrofluorimetro a
340 nm de emision y 414 nm de absorcion.

Descripcion de la técnica:

Los segmentos pancreaticos (150-200 mg) son perfundidos con un tampdén
fisiologico con un flujo de 1 ml/min. El tampon fisiologico se mantiene a 37°C y es
gasificado de la forma habitual. Se mantiene el tejido en estas condiciones durante 30
min antes de iniciar la estimulacion, periodo requerido para que se alcance un nivel
basal en la liberacion de enzimas. La estimulacion se realiza afiadiendo las drogas en
el medio de perfusion durante el tiempo requerido.
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La amilasa liberada tras la estimulacion se mezcla con la solucion
denominada como solucién sustrato. En esta mezcla la amilasa hidroliza el sustrato
y libera maltosa unida al fluoréforo. Ahora la mezcla se hace pasar por un dializador
(membrana de cuprofano, Tipo C) sumergido en un bafio termostatico (37°C). De
esta forma, la solucion se dializa frente una solucidon, denominada como solucion
receptora, que tiene la misma composicion que el sustrato pero sin amilopectina
antranilato. Solamente la maltosa unida al fluor6foro pasa por la membrana de
dialisis, y es detectada en el espectrofluorimetro (340 nm de emision y 414 nm de
absorcion). La intensidad de fluorescencia es registrada continuamente en una carta
conectada al espectrofluorimetro.
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Figura 12: Diagrama de flujo del sistema de determinacién en continuo de las
amilasas. Abreviaturas: S, secretagogo; KH, tampén fisiolégico (Krebs-
Henseleit); C, captaburbujas; TP, tejido pancreatico en la camara de perfusion;
SS, solucién sustrato; SR, solucion receptora; D, desburbujeador.
Simbolos: [X], sumidero.

Se utiliza como estandar la o-amilasa. Los resultados se expresan como
U/ml/100 mg tejido. Una unidad (U) de a-amilasa es definida como la cantidad de o~
amilasa que es capaz de liberar 1.0 mg de maltosa desde el almidén en 3 min, a pH 7
y 20°C. El sistema descrito es muy sensible, detectando wvariaciones en la
concentracion de amilasa del orden de 10 mU/ml.
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7. Cuantificacion del
tripsino’geno pancredtico

7.1 Enzimas proteoliticos

En los organismos vivos los enzimas proteoliticos (proteasas y peptidasas)
tienen la funcion principal de degradar y modificar proteinas. Estos enzimas
proteoliticos rompen las proteinas en pequeiios péptidos o aminoacidos que seran
usados como fuente de energia o como materia prima en la sintesis y renovacion de
las proteinas. Sin embargo, estos enzimas tienen otras muchas funciones; asi los
enzimas proteoliticos modifican el ambiente celular y facilitan la migracion celular
en conexion con la reparacion tisular y el cancer, la ovulacion y la implantacion del
huevo fertilizado, la morfogénesis embrionaria, y la involucién de las glandulas
mamarias después de la lactacion (Saksela, 1985). Otra importante funcion de las
proteasas es su papel regulador en procesos como la inflamacion, la infeccion y la
coagulacion sanguinea; ademas, juegan un papel esencial en la activacion proteica, la
regulacion celular y la transduccion de sefiales.

En general las peptidasas escinden péptidos muy pequefios, y las proteasas
péptidos mayores y proteinas. Atendiendo a su lugar de escision las peptidasas
pueden ser clasificadas como exopeptidasas, si preferentemente hidrolizan residuos
de aminoacidos localizados en el extremo terminal de la cadena, o endopeptidasas si
escinden enlaces peptidicos internos. Las exopeptidasas son a su vez clasificadas en
aminopeptidasas y carboxipeptidasas, dependiendo de si hidrolizan residuos de
aminoacidos desde el extremo amino o carboxilo.

La mayoria de enzimas proteoliticos son altamente especificos para sus
sustratos, sin embargo la clasificacion de las proteasas que a continuacion
empleamos no esta basada en la especificidad de sustrato, sino en su mecanismo de
accion (Banner y cols, 1993). Existen 3 diferentes grupos de enzimas proteoliticos,
denominados por el residuo de aminodcido en el centro activo (también denominado
centro catalitico, locus activo o lugar activo) responsable de la accidon catalitica,
generalmente se distinguen: las proteasas asparticas (e.j. pepsina), las proteasas
cisteinicas (e.j. catepsina B y catepsina H), y las proteasas serinicas (e.j. tripsina,
trombina y plasmina).
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Aunque los miembros de cada grupo de enzimas proteoliticos pueden tener
muy diversas funciones bioldgicas, el anélisis de aminoacidos a menudo muestra un
alto grado de similitud estructural entre ellos. Un conocimiento detallado de la
estructura y del mecanismo de accion de un enzima puede utilizarse en muchas
ocasiones como punto de partida para revelar la estructura y la funcién de otro
enzima dentro del mismo grupo.

Figura 13: estructura tridimensional de la tripsina bovina (izda) y porcina (drcha).

El grupo de enzimas proteoliticos mas extensamente estudiado es el de las
proteasas serinicas (Kraut, 1977). Como indica su nombre cada miembro de este
grupo presenta un residuo de serina reactivo en su centro activo.

Las proteasas serinicas se dividen en dos familias, las tripsinas y las
subtilisinas. La familia de tripsinas es la mayor y contiene, entre otras, la tripsina y
la quimotripsina, la elastasa, la triptasa de los mastocitos y la mayoria de los factores
que regulan la coagulacién sanguinea y la proteolisis. El tipo de enzima tripsinico
tiene una alta similitud en el contenido de aminodacidos, indicativo de la existencia de
un gen ancestral comuin. Han sido encontradas en vertebrados y en otros animales
superiores, y también en hongos y procariotas. En contraste, las subtilisinas s6lo se
encuentran en bacterias. Los miembros de la familia de tripsinas se clasifican de
acuerdo con el tipo de aminoacido que se encuentra preferentemente en el lugar de
ruptura. La elastasa y la quimotripsina hidrolizan los enlaces peptidicos donde
interviene el carboxilo de aminoacidos hidrofobicos y aromaticos, mientras que las
proteasas tripsinicas escinden solamente enlaces en los que interviene el grupo
carboxilo de un aminoacido basico, como la lisina o la arginina.

La secuencia de aminoécidos, y por lo tanto la estructura tridimensional,
difiere completamente entre las tripsinas y las subtilisinas. Por ello los dominios
activos cataliticos de las tripsinas y las subtilisinas probablemente hayan
evolucionado independientemente, convergiendo desde dos genes diferentes
(evolucion convergente). Sin embargo, desde el momento en que los tres
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aminoacidos con importancia funcional en el centro activo, serina (Ser), acido
aspartico (Asp) e histidina (His), estan dispuestos con la misma relaciéon geométrica
en todos los miembros de las dos familias (Ser 195, His 57 y Asp 102 , en las
tripsinas; y Ser 221, His 64 y Asp 32, en las subtilisinas), los mecanismos
proteoliticos son muy similares (Banner y cols, 1993). Este hecho puede inducirnos a
suponer que la disposicion de los tres aminodcidos del centro activo es una de las
muy escasas estructuras efectivas para la hidrolisis de los enlaces peptidicos.

His 57 His 57

> %

“

" e
A ,'" | & \UR }
" Asp 102 '
A\, P ©¢ 8 e

Lo Figura 14: disposiciéon de los 3
- aminoacidos del centro activo de

Ser 195 Ser 195 la tripsina bovina.

Las proteasas serinicas de los mamiferos se sintetizan generalmente como
proenzimas inactivos, los zimogenos, que portan una cadena simple de aminoacidos
como factor inactivador. La activacion ocurre cuando el zimoégeno es escindido por
uno o mas lugares especificos, perdiendo dicha cadena. Lo mas habitual es que la
escision del zimdégeno dependa de la accion de otra proteasa. Esta escision es
altamente especifica y se encuentra muy regulada, sélo se produce en unas
condiciones muy determinadas.

La mayoria de las proteasas serinicas contienen dos partes funcionalmente
distintas (Mullertz, 1987). Una region donde se localizan los aminoacidos
cataliticamente activos, compuesta por unos 250 residuos de aminoéacido y que es
muy similar en la tripsina y la quimotripsina, y también en las proteasas serinicas
implicadas en la coagulacion. La otra region, que contiene los dominios que
determinan la especificidad de cada enzima, estd localizada en las zonas externas del
enzima. Esta region es de un considerable tamafio en las proteasas serinicas que
intervienen en la regulacion de la coagulacion sanguinea y en la fibrinolisis, en ella
pueden distinguirse 4 tipos de estructuras principales: dominios de tipo kringle,
unidades agrupadas por tres puentes disulfuro que tienen la forma clasica de un
pastel escandinavo; el dominio del factor de crecimiento; el dominio carboxilado que
une calcio y es dependiente de vitamina K; y el dominio dactilar, homdlogo a la
estructura en dedo o dactilar de la fibronectina (Patthy, 1985; Cool y cols, 1985; Ny
y cols, 1984).

Se ha postulado que las proteasas digestivas de bajo peso molecular se
desarrollaron a lo largo de la evolucion a partir de las proteasas serinicas mayores
(e.j. protrombina), por una elongacion de la region no catalitica dependiente de la
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duplicacién y mutacion del gen ancestral comun, en una evolucion divergente
(Doolittle, 1979). Si consideramos que enzimas grandes como la protrombina, el
plasminogeno y otros componentes plasmaticos, son muy similares en especies de
mamiferos y de aves, los eventos que condujeron a la organizacion de dominios
actual preceden a la divergencia evolutiva de los mamiferos y las aves, y
probablemente son anteriores a la aparicion de los vertebrados.

Figura 15: Representacién esquemadtica de
proteasas serinicas de mamiferos. La region activa
catalitica (relleno en negro) es homodloga a la
tripsina y esta altamente conservada en todas las
proteasas serinicas de los mamiferos. El nimero de
dominios de tipo Kringle. Varia entre las diferentes
proteasas serinicas: por ejemplo, 1 en la urocinasa,
2 en la protrombina, 5 en el plasmindgeno.

El mecanismo proteolitico de las proteasas serinicas

La reaccion de escision de los enlaces peptidicos ejercida por una serina
proteasa en su sustrato, es el resultado de la interaccion entre dicho sustrato y la
distribucion espacial de la red de cargas de los aminoécidos cataliticos (Craik y cols,
1987; Carter y Wells, 1988) Esta red, que esta presente en los centros activos de
todas las proteasas serinicas, se conoce como triada catalitica. Estd constituida por
las cadenas laterales de 3 aminoacidos especificos (el grupo hidréxido de la serina, el
grupo imidazol de la histidina y el grupo &cido carboxilico del acido aspartico) que
interactuan entre ellos por conexiones en puente de hidrogeno.

o
'
:  His

HN
o —

H---N M- -

HN"{_ S THo gl

co

Co
ser Figura 16: relacion de distribucién de cargas de

Asp NH las proteasas serinicas
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La accién proteolitica de una serina proteasa en su sustrato implica varios
pasos empezando con la formacion de un complejo no covalente entre el enzima y el
sustrato. Un ataque nucleofilico por el grupo hidroxilo de la serina sobre el carbono
amidocarbonilo del sustrato, resulta en la escision del enlace amido y la formacion de
un intermediario acil-enzima (Warshel y cols, 1989; Frey y cols, 1994).

2 _
,JI- QN
R % "NH-R. H"ﬂ\
Ql Hiz Ser~0 NH-F His
Ser— -’_i
"H--M, N~ 5 >
Pl H;_*;;\%o S NN e g -
AP Asp
R
FizMH: e}
é : Ser -0 His
Mo Mobe o, - Figura 17: formacién de
ﬁ;:o un intermediario  acil-
Asp enzima

El enlace éster acil-enzima es entonces hidrolizado en el paso consecutivo y
la enzima queda libre para catalizar la escision de otra molécula sustrato.

H
Ser, H, s 0
o, fH -9 ;Jj\
R, o SerOH + Ry~ TOH
o' Ser-O--ﬁ—Fh Figura18: hidrdlisis  del
O-J intermediario acil-enzima

Especificidad del enzima vy selectividad de sustrato

La especificidad es la propiedad de los enzimas que determina la mayor o
menor restriccion de los mismos en la eleccion de sus sustratos: un enzima
completamente especifico tendria un nico sustrato (Stryer, 1981). La especificidad
de las proteasas serinicas normalmente no es muy alta, ya que tienen centros activos
similares y actian con el mismo mecanismo proteolitico. Consecuentemente, una
unica serina proteasa puede actuar en varios sustratos aunque con diferente grado.

Como el sustrato fija o determina la adecuacion del centro activo de la
enzima, éste es de crucial importancia para el resultado de la reaccion enzima—
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sustrato. El enlace que va a ser escindido debe tener una orientacidén relativa
especifica para la localizacion de las cadenas de los aminoacidos de la triada
catalitica. El factor mas importante que determina la adecuacion de un sustrato para
un enzima es la secuencia de aminoacidos localizada alrededor del enlace que va a
ser escindido. La tripsina escinde amidas y ésteres de los aminoacidos basicos
arginina y lisina, la trombina tiene una preferencia similar, pero es mas especifica
para la arginina que para la lisina.

La selectividad es una propiedad del sustrato e indica el grado en que el
sustrato es ligado y escindido por diferentes enzimas. La mejor medida para la
selectividad viene dada por la relacion kea/Km, donde keat €s una constante que indica
cuantas moléculas de sustrato son escindidas por un enzima en un segundo, y Km la
constante de Michaelis, que puede definirse como aquella concentracion de sustrato

a la cual la velocidad inicial de reaccion se hace la mitad de su valor maximo (Stryer,
1981).

Kq K
A E+S«—=ES =3 E+P
K2
Vmax ______________
Vmax/Z - ——
I
I
I
I
I K, = K2 K3
I “
Ku [S] -

Figura19: modelo tridimensional que
esquematiza el croméforo S-2238
(Chomogenix AB®), con una coloracion mas
palida, localizado en el centro activo de la
trombina .

Figura 20: curva de la cinética de un
enzima de tipo michaeliano

Los sustratos sintéticos son considerablemente mas pequefios que los
sustratos naturales y normalmente pueden ser escindidos por mas de un enzima,
dicho de otro modo, los sustratos sintéticos no son completamente selectivos. Este
hecho se comprende facilmente si consideramos que grandes sustratos como el
fibrinégeno no sélo interactuan con el centro activo, sino también con dominios
exteriores del enzima. Como estas interacciones permiten a los sustratos discriminar
entre diferentes proteasas serinicas, el fibrindgeno llega a ser altamente selectivo
para la trombina.

José Antonio Tapia Garcia 63



Antecedentes bibliogrdficos

En la tabla siguiente se muestran los datos cinéticos, obtenidos por
Chromogenix AB, de la escision enzimatica de la molécula de paranitroanilina de
diversos sustratos, determinados bajo condiciones estrictamente estandarizadas:

- temperatura estable y adecuada, vital para todos los estudios de cinética
enzimadtica. En este caso todas las reacciones se desarrollaron a 37°C

- se elige el tampon adecuado para la estabilidad del enzima y se ajusta el pH
teniendo en cuenta la temperatura: el pH de los tampones Tris-HCI se incrementa a
medida que aumenta la temperatura, a razéon de aproximadamente 0.1 unidades de
pH por cada °C (50mM Tris-HCI).

La cinética de la reaccion ha sido seguida espectrofotométricamente midiendo
variaciones en la absorbancia a lo largo del tiempo (DA/min), para asegurar la
maxima precision la DA/min se midid para cuatro concentraciones diferentes del
sustrato. Con los valores experimentales de DA/min se hace una regresion lineal y
seguidamente se calculan los valores Kwm, kcat, y con ellos se determina la eficiencia
catalitica de la reaccion.

Tampoén: 50 mM Tris-

HCL pH 8.3, 130 mM Tipo de Kwm Keat Keat/Km Conc. del enzima

NaCl + enzima + sustrato (mM) (1/s) (1/(mM xs)) x 1073 (mg/ml)

sustratos del tipo S
S-2238 0.010 200 20 0.02

Trombina bovina S-2366 0.150 295 2.00 0.02
S-2846 0.045 200 4.40 0.03
S-2222 0.400 100 0.25 0.06
S-2337 0.300 110 0.37 0.05
S-2732 0.350 130 0.37 0.05

Factor Xa bovino S-2765 0.110 195 1.80 0.03
S-2767 0.220 160 0.73 0.04
S-2772 0.700 100 0.14 0.06
S-2782 0.150 190 1.30 0.03
S-2787 0.140 120 0.86 0.05

Tabla 3: caracteristicas cinéticas para sustratos cromogénicos proporcionados por Chromogenix AB
para medir la actividad de la Trombina bovina y el Factor Xa bovino, dos proteasas serinicas. La
concentracion del enzima viene expresada en mg/ml para DA/min=0.05 a una concentracion de
sustrato ([S])=2 x Km
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7.2 Deteccion de proteasas y
peptidasas

7.2.1 Sustratos cromogénicos

Como es bien sabido los enzimas son proteinas que catalizan la mayoria de
reacciones quimicas que tienen lugar en el organismo, estas reacciones quimicas
ocurren, por tanto, a pH neutro y a temperatura corporal. El componente quimico
sobre el que la enzima ejerce su accion catalitica se denomina sustrato.

Las enzimas proteoliticas actian en sus sustratos naturales, las proteinas,
hidrolizando uno o mas enlaces peptidicos con la consecuente formacion de
subunidades de proteinas, péptidos o aminoacidos libres. Normalmente este proceso
es altamente especifico en el sentido de que son escindidos solo enlaces peptidicos
adyacentes a ciertos aminoacidos.

Por otra parte, los sustratos cromogénicos son péptidos que reaccionan con
enzimas proteoliticas con la consiguiente formacion de color. Son fabricados
sintéticamente y se denominan por su similitud con la selectividad del sustrato
natural por el enzima. Asociado a la parte peptidica del sustrato cromogénico se
encuentra un grupo quimico que cuando es liberado tras la escision enzimatica
provoca incremento en el color. El cambio de color puede ser seguido
espectrofotométricamente siendo proporcional a la actividad proteolitica.

Protrombina
(sustrato natural)

COTTTTESDD
*

FXa

Qustrato cromagenico Figura 21: La protrombina (sustrato natural del Factor Xa) es

escindida por el Factor Xa en una posicion precedida por la
L] @'@@@@ misma secuencia de 4 aminoacidos. La actividad del Factor

f Xa puede ser determinada por el sustrato cromogénico
S-2222, el cual estda compuesto por los mismos aminoacidos
FXa asociados al croméforo
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En la tabla siguiente se relacionan algunas secuencias peptidicas utilizadas en
la elaboracion de sustratos cromogénicos, con mencion del enzima(s) para el que es

selectivo.

PEPTIDO

ENZIMAC(S)

L-Ala-L-Pro

Dipeptidilpeptidasa IV

-BOC-L-Leu-Gly-L-Arg

Activador del plasminogeno

CBZ-1L-Ala-L-Ala

Flastasa

CBZ-L-Ala-L-Ala-L-Ala-L-Ala

FElastasa

CBZ-L-Ala-L-Arg

Elastasa, tripsina

CBZ-L-Ala-L-Arg-L-Arg

Catepsina B, catepsina L

CBZ-L-Arg

Tripsina

CBZ-L-Arg-L-Arg

Catepsina B, catepsina L, catepsina O

CBZ-Gly-Gly-L-Arg

Activador del plasmin6geno, urocinasa

CBZ-Gly-L-Pro-L-Arg

Prostatina, trombina, triptasa

CBZ-L-lle-L-Pro-L-Arg

Tripsina

CBZ-L-Phe-L-Arg

Catepsina B, catepsina C, catepsina L, catepsina O,

~ calicreina, plasmina, prohormona tiol proteasa

CBZ-L-Pro-L-Arg

Trombina, tripsina

CBZ-L-Val-L-Leu-L-Lys

Plasmina, prohormona tiol proteasa

CBZ-L-Val-L-Pro-L-Arg

Trombina

(Glutaril)-Gly-L-Arg

Urocinasa

Gly-L-Arg

Dipeptidilpeptidasa I, urocinasa

Gly-L-Pro

Dipeptidilpeptidasa IV

L-Leu-L-Arg-Gly-Gly

Proteasa del adenovirus humano

L-Phe-L-Pro

Dipeptidilpeptidasa II, Dipeptidilpeptidasa IV

L-Pro-L-Phe-L-Arg

Catepsina C, calicreina

Tabla 4: proteasas y sustratos de proteasas. Abreviaturas: CBZ = benciloxicarbonil; +-BOC = ter-

butoxicarbonil.
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7.2.1.1 Antecedentes historicos

El uso de sustratos cromogénicos (basados en péptidos sintéticos) comenzo a
principios de los setenta en el estudio de la hemostasia. Sin embargo, dos décadas
antes (1954) Sherry y Troll encontraron que ciertos aminoacidos ésteres eran buenos
sustratos para la trombina. Dichos ésteres, no obstante, son de limitado valor debido
a su selectividad extremadamente baja y a que los productos liberados, alcohol y
acido carboxilico, no son detectables facilmente y, por tanto, la actividad proteolitica
es de dificil evaluacion.

El siguiente paso importante fue dado unos pocos anos después por parte de
Erlanger y cols (1961), estos autores hallaron que el BAPNA (Na-benzoil-DL-
arginina-4-nitroanilida) es un excelente sustrato para la tripsina. Se ha demostrado
que la paranitroanilina, que es detectable espectrofotométricamente, es liberada de la
benzoil-arginina por la accion de la tripsina, de forma proporcional a su actividad.

Bz-ﬂrg—HH—@—NO: — > BrdgOH + MQHOE
pHA

EAFHA

Figura 22: Escision de la paranitroanilina del sustrato cromogénico BAPNA

El BAPNA fue el primer sustrato cromogénico creado para las proteasas
serinicas. Sin embargo, el BAPNA por si mismo es de uso limitado en el analisis de
la actividad proteolitica en fluidos biologicos como la sangre, debido a que, por su
pobre selectividad, puede ser hidrolizado por varios enzimas diferentes. No fue hasta
principios de los setenta cuando comenz6 realmente el desarrollo de las posibilidades
que presentan los sustratos peptidicos cromogénicos derivados de la paranitroanilina
(Blombick, 1967; Svendsen y cols, 1972), y posteriormente de otros cromoforos.

7.2.1.2 Los sustratos cromogénicos generan color

La idea general que subyace en el disefio de un sustrato sintético para una
proteasa es crear un agente que reaccione selectivamente con el enzima para la
formacion de producto(s) que puedan ser convenientemente medidos. Existen varios
principios en la medicion, pero aquellos basados en la espectrofotometria han ganado
la mas amplia aceptacion debido a la sencillez de la técnica y la disponibilidad de un
amplio abanico de instrumentacion. En estos casos la parte peptidica del sustrato es
quimicamente unida a una molécula (llamada cromo6foro) que, no sélo es facilmente
escindible, sino que también es medible en un espectrofotometro. De hecho, la
expresion sustrato cromogénico viene a significar etimoldgicamente sustrato que
genera color, en el caso de la paranitroanilina el color generado es amarillo.
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Color v absorcion de luz

Cuando un atomo o una molécula se ve sometida a una radiacion
electromagnética (p.e. la luz) éste pasa desde un estado de baja energia a otro de alta
energia, dicho de otro modo, tiene lugar la absorcion de la radiacion. Este es el caso
de los cromoforos, son moléculas que incrementan su estado energético al ser
excitados por radiaciones electromagnéticas, dando lugar a una absorcion medible en
un espectrofotometro. La region del espectro electromagnético que se extiende
aproximadamente desde los 400 nm hasta los 750 nm, constituye el espectro visible.
Si una sustancia absorbe luz visible, esta tendra color, en caso contrario aparecera
blanca. Sin embargo, el color percibido por nuestros ojos no es el color de la longitud
de onda de la luz absorbida sino mas bien la luz reflejada (ver tabla).

Color de la luz Longitud de onda de Color observado
absorbida la luz absorbida (nm)
Violeta 400 Amarillo
Azul 450 Naranja
Azul-Verde 500 Rojo
Amarillo 550 Violeta
Naranja—Rojo 600 Azul-Verde
Rojo 700 Verde

Tabla 5: relacion entre el color absorbido y el observado

La intensidad de la absorcion puede ser expresada por la ley de Lambert-
Beer:

I
log—=¢cl
g[

donde:

log(/o/I) = absorbancia

&= coeficiente de extincidon molar

¢ = concentracion molar del soluto

[ = longitud de la muestra celular (cm)

El coeficiente de extincion (& molar) estd en funciéon del tamafio de la
porcion de la molécula con capacidad para absorber luz, y de la probabilidad para
que tenga lugar la transicion entre los distintos estados de energia. Las moléculas que
absorben en el espectro visible consisten a menudo en sistemas lineales o ciclicos
que contienen dobles enlaces conjugados. Coeficientes de extincidon por encima de
104 son considerados de alta intensidad y, a efectos practicos, los cromoéforos
correctos técnicamente presentan & mayores de 104—105.
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7.2.1.3 Eleccidn de un cromdforo

La molécula usada como cromoéforo en un sustrato sintético deberia tener las
siguientes propiedades:

1- La méaxima absorcion del cromdéforo libre debe diferir significativamente
de la absorcion que presenta unido al sustrato.

2- El cromoforo debe ser facilmente escindible y disociable del enzima, esto
significa que la actividad enzimética no debe ser perturbada por las propiedades
fisicas y quimicas inherentes a la molécula cromoéfora.

3- El color de otros reactivos o impurezas presentes en la reaccion no deben
interferir con el color del cromoforo.

4- El color debe ser fuerte (absorcion molar alta) para permitir la deteccion de
actividades enzimaticas bajas.

5- El cromoforo debe ser, al menos, moderadamente soluble en agua.

6- El cromoforo debe tener baja toxicidad y no debe ser agresivo con los
instrumentos y equipos de laboratorio.

Paranitroanilina

Un cromoéforo que cumple la mayoria de los requisitos mencionados es la
paranitroanilina (para-nitroanilina, p-nitroanilina, 4-nitroanilina, pNA). Esta
molécula es, de lejos, el cromoforo mas ampliamente usado en sustratos peptidicos
sintéticos y es utilizada extensamente en sustratos disenados para la determinacion de
la actividad proteasa de la tripsina y de la papaina (Witt, 1991; Claeson, 1994). Uno
de esos sustratos es el BAPNA (Na-benzoil-DL-arginina-4-nitroanilida), la forma
Opticamente activa L-BAPNA es mas hidrosoluble que la forma DL-BAPNA.

o) o) O ': o]
I ] 1 1
@—G—NHGH —C —NH @—NOE @c —NHEC G — NH @NOE
| |
CH
(CHy)g (CH
MNH MH
| n _ | _ 4 -
= Cl Z =MNH Gl
(.? NHE | 5
NH2 NH2

Figura 23: DL-BAPNA (izquierda) y L-BAPNA.

En soluciéon acuosa la molécula pNA presenta coloracion amarilla con
maxima absorbancia a 380 nm, mientras que la unidén sustrato—pNA absorbe
aproximadamente a 300 nm (figura 24). El relativamente alto coeficiente de
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extincion para la pNA en solucion acuosa (£=9650) hace que la sustancia sea
facilmente detectable a bajas concentraciones. La hidrolisis del enlace péptido—pNA
en el sustrato cromogénico, por la acciéon de un enzima proteolitico, resulta en la
liberacion de pNA evaluable por la variacion del color de la solucion en la cual tiene
lugar dicha hidrolisis. La sefial fotométrica, por ejemplo el cambio en absorbancia a
lo largo del tiempo, es directamente proporcional a la actividad enzimadtica. La
reaccion es habitualmente registrada a 405 nm o a 410 nm con el fin de evitar las
interferencias con sustratos no hidrolizados.

Absorbancia
0.8

0.6-
s PNA

0.4

0.2 1
Longitud
de onda (nm) Figura 24: Espectro de absorcion de un sustrato

350 a0 400 cromogénico con pNA (S) y de la pNA libre.

La pNA es moderadamente toxica con una DLso (oral, rata) = 750 mg/kg, un
valor comparable, por ejemplo, al n-butanol, a la piridina o al 4cido salicilico (Lenga,
1988). La absorcion de este compuesto en el organismo puede dar lugar a la
formacion de metahemoglobina, que a concentraciones altas causa cianosis. Mas atn,
se han demostrado en laboratorio efectos mutagénicos después de la exposicion
cronica a este compuesto. Por tanto, es aconsejable llevar guantes durante la
manipulacion prolongada de pNA e inmediatamente lavar la piel con agua en caso de
contacto con esta sustancia.

Otros cromoforos

Otros cromoéforos usados menos frecuentemente son:

acido 5-amino-2-nitrobenzoico (ANBA), de color amarillo con maximo de
absorcion en 405 nm y ¢=9800) (Kolde y cols, 1986).

7-amino-dietilamino-8-metilfenoxacina (ADMP), de color azul y absorcion
maxima en 624 nm y &80000) (McRae y cols, 1981; Stiiber y cols, 1988). Cuando
se une a sustratos les confiere color rojo (absorcion maxima a 544 nm).

Indirectamente los derivados tiol-ester pueden ser usados para la
determinacion cromogénica de actividad enzimatica (McRae y cols, 1981). La
liberacion de los grupos tiol-ester en sustratos como por ejemplo el tiol-isobutil o el
tiol-becil unidos a péptidos, puede ser medida tras la reaccion con reactivos como
4,4’-ditiodipiridina, que debe estar presente en el medio de reaccion.
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7.2.2 Otros medios de deteccion

7.2.2.1 Sustancias fluorogénicas

Aunque las propiedades del espectro de absorcion de los sustratos peptidicos
fluorogénicos de proteasas y peptidasas y sus productos de hidrdlisis son facilmente
predecibles, la utilidad de un sustrato dado para un enzima depende de la cinética de
hidrolisis del sustrato por ese enzima, que a su vez depende de la concentracion del
sustrato y de la secuencia de aminodcidos, y también del pH, de la temperatura y de
la presencia de cofactores en el medio.

Para estudios en células vivas la idoneidad de un sustrato particular también
dependera de su accesibilidad al enzima y de la retencion celular de los productos de
hidrolisis, por lo que ademas de los factores antes mencionados, pueden influir en el
grado de hidroélisis y en la especificidad de estos sustratos, su permeabilidad y la de
sus productos de hidrolisis. Varios de los sustratos mas recientes se basan en las
secuencias peptidicas que han demostrado ampliamente ser efectivas cuando se
conjugan con otros colorantes mas cldsicos, generalmente la 7-amino-4-
metilcumarina o la paranitroanilina, pero aun no se ha comprobado su especificidad.

El carboxilo terminal de un aminoécido individual y de péptidos cortos puede
ser conjugado con algunos fluoréforos que contienen aminas, para formar sustratos
fluorogénicos de peptidasas (Morita y cols, 1977; Butenas y cols, 1992). Los
colorantes empleados para elaborar estos sustratos son fluorescentes a pH fisioldgico,
sin embargo, es habitual que cuando los colorantes se asocian mediante uniones
amidas a péptidos la absorbancia méxima decrece significativamente. El resultado
final es un sustrato algunas veces fluorescente pero con un espectro de emision a una
longitud de onda relativamente corta. En un caso extremo, como el de los sustratos
basados en la rodamina 110, la absorbancia detectable y la fluorescencia son
completamente eliminados después de formarse la amida. La actividad peptidasa
libera el fluoréforo, restaurando la fluorescencia del colorante libre, sin embargo los
grupos fluorogénicos no son ampliamente usados porque es necesario utilizar un
equipamiento mas complicado que el requerido en la espectrofotometria clasica.

Actualmente destacan los siguientes fluoroforos:

7-amino-4-metilcumarina (AMC), un colorante fluorescente azul usado
ampliamente para marcar sustrato empleados en la deteccion de la actividad
enzimatica en células, homogenados y soluciones y en blotos.

7-amino-4-clorometilcumarina (CAMC), un anédlogo de la AMC con grupo
tiol reactivo, los sustratos basados en la CAMC producen fluorescencia como
productos de la peptidasa y presentan una retencion mejorada en células vivas.

6-aminoquinolina (6-AQ), un colorante con un cociente absorcion/emision
aproximado de 345/550, produciendo una sefial fluorescente claramente distinguible
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de la fluorescencia del sustrato y también de la producida por la mayoria de los
compuestos autofluorescentes.

Rodamina 110 (R110), un colorante excitable en el espectro visible con una
absorbancia mayor que cualquiera de las AMC y 6-AQ; los sustratos basados en
R110 contienen dos aminodcidos o péptidos idénticos asociados a un tnico
fluoroforo de forma simétrica mediante enlaces covalentes lo que suprime su
absorcion visible y su fluorescencia. Cuando se produce la escision enzimatica el
sustrato bisamida no fluorescente adquiere la fluorescencia en dos pasos, primero es
transformado en una monoamida fluorescente y después en la atin més fluorescente
R110. Las intensidades de fluorescencia de la monoamida y de la R110 son
constantes en un intervalo de pH de 3 a 9. Ambos productos de hidrolisis muestran
propiedades espectrales similares a las de la fluoresceina, con picos de excitacion y
emision a longitudes de onda de 496 nm y 520 nm respectivamente. La Bis-(CBZ-
Arg)-R110 es un sustrato general para las proteasas serinicas que ha demostrado ser
de 50 a 300 veces mas sensible que los sustratos analogos basados en AMC. Esta
sensibilidad mejorada puede atribuirse por una parte a la mayor fluorescencia del
producto enzimatico y por otra a la mejora en la reactividad con el centro activo.
Ademas, varios derivados peptidicos de la R110 han sido usados para el estudio de la
actividad proteasa en células vivas puesto que muestran la capacidad de introducirse
en cé¢lulas intactas donde son hidrolizados por proteasas lisosomales.

N-(4-clorometil)benzoil rodamina 110 (CMB-R110), una versién de R110
especificamente disefiada para determinar la actividad enzimaética en células vivas o
tejidos pendiente de ser patentada (Molecular Probes®™); al contrario que los sustratos
basados en R110 los sustratos basados en CMB-R110 son monoamidas de
aminodcidos y péptidos lo cual simplifica la cinética de la reaccion.

5-(y-6)clorometilrodamina 110 (CM-R110) un analogo de la rodamina 110
con un tiol reactivo; los sustratos basados en CM-R110 son bisamidas con retencion
mejorada en células vivas.

Sustratos peptidicos disefiados para ensayos en células vivas

Los problemas para la deteccion de la actividad proteasa en células vivas
utilizando sustratos fluorogénicos son:

1- Dificultad en la carga de los sustratos bajo condiciones fisiologicas.
2- La salida de los productos fluorescentes desde las células vivas.
3- La carencia de especificidad de los sustratos sintéticos.

Aunque algunos sustratos basados en los fluor6foros AMC y en la 6-AQ son
moderadamente permeables a la mayoria de las membranas celulares, sus productos
fluorescentes son escasamente retenidos en el interior celular. Se han desarrollado,
sin embargo, algunas derivados moleculares de los cromoforos mencionados que
potencialmente mejoran la retencion celular de los productos fluorescentes.
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7.2.2.2 Quimioluminiscencia

Los grupos luminiscentes, como el isoluminol, presentes en las moléculas
denominadas lumindforos, han sido satisfactoriamente asociados a péptidos para
obtener sustratos altamente selectivos para enzimas proteoliticos (Branchini y cols,
1981). Asi por ejemplo, el 6-amino-6-deoxiluciferin (ADL) es un lumin6foro que
puede ser detectado por quimioluminiscencia. Bloqueando la amina que presenta la
molécula de ADL, por la formacion de una amida en el sustrato de peptidasa, se
anula completamente la reaccion quimioluminiscente, lo cual permite utilizar al ADL
en la elaboracion de sustratos peptidicos. Uno de ellos, el 6-(N-acetil-L-
fenilalanil)-amino-6-deoxiluciferin, ha sido usado en asociacién con la luciferasa
para detectar selectivamente niveles de o-quimotripsina del orden de 0.3 ng.

7.2.2.3 Detecciodn electroquimica

Ademas de los métodos con fundamento fotométrico ya mencionados, se ha
desarrollado un método electroquimico para determinar la actividad enzimatica,
denominado método de absorcion en electrodo (Agner y cols, 1983). Este método se
basa en la capacidad de ciertos sustratos peptidicos para presentar sefial en la
superficie de un electrodo metalico. Cuando el sustrato es escindido enzimaticamente
pierde la capacidad mencionada, y las propiedades del electrodo (capacitancia)
cambian durante la reaccion. La velocidad de variacion puede ser monitorizada
mediante un puente eléctrico. El método ciertamente tiene ventajas; pueden utilizarse
todo tipo de muestras porque incluso las turbias o con coloracién no interfieren con
la deteccion de la actividad enzimatica; ademas, los péptidos sintéticos pueden
contener los aminoéacidos apropiados presentes a ambos lados del enlace peptidico
sujeto a la accidon enzimatica y, por lo tanto, ser mas selectivos para ciertos enzimas.

7.2.3 Condiciones para las reacciones
cromogénicas

Temperatura

El grado al cual el sustrato cromogénico es escindido depende altamente de la
temperatura. Es de crucial importancia conocer a que temperatura(s) se aplica un
método particular para la deteccion de la actividad proteasa, pudiendo efectuarse a
temperatura ambiente, 25, 30, o 37°C. Un incremento térmico de 1°C ocasiona una
aceleracion en la velocidad de la reaccion del orden del 2.5-7.5%. La temperatura,
por lo tanto, debe mantenerse constante durante el ensayo y si es necesario comparar
resultados de diferentes experimentos, deben ser desarrollados a la misma
temperatura. Es aconsejable realizar la reaccion en cubetas y soluciones
termostatizadas.
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pH

Tanto Km como keat son constantes que dependen del pH, esto significa que
los célculos cinéticos so6lo pueden realizarse utilizando resultados obtenidos al
mismo pH. Habitualmente, la actividad enzimatica es estimada a un pH 6ptimo para
la actividad proteolitica de esa enzima. Sin embargo, cuando varias proteasas estan
presentes en la misma solucidn, por ejemplo en la secrecidon pancreética exocrina, no
es siempre ventajoso investigar cudl es el pH que proporciona una maxima
reactividad del enzima investigado, por el contrario es mas adecuado elegir el pH al
que otras proteasas serinicas tienen menor actividad, de forma que la competencia
por el sustrato sea menor.

Tampones

El medio de reaccion y la concentracion de las sustancias que lo integran debe
estar bien definido. Habitualmente se emplean tampones Tris-HCI, porque el pKa del
Tris-HCI es 8.1 (25°C), muy adecuado para las mediciones en valores de pH que
oscilan entre 7.3 y 9.3, donde la mayoria de las proteasas serinicas muestran maxima
actividad, ademads, este tipo de tampon es estable porque puede autoregularse.
También se ha usado para realizar ensayos de este tipo un tampédn Tris-imidazol,
pero no es recomendable porque estd bien establecido que los imidazoles inhiben
ciertas proteasas, como la tripsina o la plasmina.

Fuerza i6nica y otros aditivos

La fuerza id6nica apropiada se obtiene habitualmente ajustando la
concentracion de NaCl. Otras sustancias que pueden ser requeridas son CaCly,
cuando se estudian enzimas Ca-dependientes, azida sodica (u otro agente bactericida)
para prevenir el crecimiento bacteriano, y polietilen glicol o Tween 80 para prevenir
la adsorcion de los enzimas a los recipientes y tubos de reaccion.

Manipulacién del sustrato

La soluciéon del sustrato habitualmente se prepara por la adicion de agua
estéril al polvo seco en que se presenta comercialmente. Los sustratos con baja
solubilidad en agua deben ser disueltos en DMSO (dimetilsulfoxido) y
posteriormente diluidos en agua. Es aconsejable que la concentracion final de DMSO
no exceda el 10% de la mezcla de reaccion. Los sustratos disueltos en agua estéril
son estables durante mas de 6 meses con refrigeracion (4-8°C), y durante varias
semanas a temperatura ambiente. La estabilidad se ve considerablemente reducida en
tampones alcalinos, y mas ain por la contaminacién con microorganismos o largas
exposiciones a la luz solar. La concentracidon del sustrato debe ser escogida de forma
que se obtengan cinéticas lineales, se considera apropiada en la mayoria de las
ocasiones una concentracion del doble de la constante Kwm.

74 José Antonio Tapia Garcia






III-Materiales y
meétodos






1. Metodologia general

1.1 Animales

Para la realizaciéon de esta Memoria de Licenciatura se han utilizado
exclusivamente cobayas, de ambos sexos y de raza Dunkin-Hsartley, cuyos pesos
estaban comprendidos entre 300 y 600 gramos.

Los animales procedian del Servicio de Animalario de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad de Extremadura. En estas instalaciones los animales
estuvieron estabulados en habitaciones con fotoperiodo controlado (12 horas de luz y
12 horas de oscuridad) y a temperatura ambiente entre 18-21°C, recibiendo una dieta
estandar para cobaya.

Antes de la realizacion de los experimentos los animales fueron sometidos a
periodos de ayuno de 18-24 horas, aunque se les permitié libre acceso al agua.

Todos los experimentos comenzaron a las 10.00 a.m. con objeto de

sincronizar las variaciones circadianas de la secrecién pancredtica (Salido y cols,
1984).

1.2 Obtencion de segmentos
pancredticos

Aunque ya ha sido descrito en apartados anteriores, a continuacién se hace
referencia al modo en que se obtienen y se mantienen viables los segmentos
pancreaticos de cobaya.

El animal se sacrifica por dislocacién cervical y se le practica una
laparotomia ventral media para localizar el pancreas. Traccionando siempre del bazo,
se seccionan los ligamentos, vasos, tejido adiposo y fascias que unen el pancreas y el
bazo, con el estdmago y las asas intestinales.
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Una vez extraido el pancreas se deposita en una placa de petri que contiene
una solucion fisiologica Krebs-Henseleit, cuya composicion aparece descrita en la
tabla 1. El pH de esta solucion se ajusta a 7.4 y la temperatura a 4°C, para el tejido
que se reserva, o a 37°C para el tejido que inmediatamente va a ser utilizado. La
solucion se mantiene continuamente gaseada con carbdgeno (95% O2— 5% COz).

mM g por litro
NaCl 103 6.020
KCl 4.7 0.355
MgClz 1.1 0.223
NaHCOs3 25 2.100
NaH2PO4 1.75 0.179
D-Glucosa 2.8 0.504
Na-Piruvato 4.9 0.540
Na-Fumarato 4.9 0.786
Na-Glutamato 4.9 0.916
CaCl2 IM(*) 2.56 2.56 ml

Tabla 1: composicion del tampén fisiolégico Krebs-Henseleit, y
proporciones para preparar diferentes volumenes. (*)Una vez se ha
ajustado el pH a 7.4, se anade el volumen de CaClz (1M), si se afiade con
otro pH el calcio precipita.

En esta solucion se retira el bazo, y se eliminan los ganglios nerviosos, el
tejido adiposo y conectivo, y cualquier elemento extrafio que pudiera encontrarse,
hasta dejar la glandula completamente limpia.

Una vez limpio el pancreas, se secciona un pedazo de unos 150-200 mg y se
corta en pequefios segmentos, de unos 3—5 mg, con un bisturi, procurando seccionar
por las zonas donde se aprecia tejido conectivo y vasos sanguineos. El resto del
pancreas se mantiene a 4°C y es gaseado continuamente con carbogeno. El tejido
cortado en segmentos se deposita en la camara de perfusion.
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1.3 Solucion de enterocinasa

1.3.1 Tampén TRIS/HCI 0.1M pH 7.4

Se utiliza Trizma Base (PM=121.14, Sigma), se disuelve en agua bidestilada,
se ajusta el pH a 7.4 con CIH 35%, y se mantiene a 4°C.

En la tabla siguiente se refleja la cantidad de Trizma Base necesaria para
preparar distintos volumenes de tampon Tris-HC1 0.1M pH 7.4.

Volumen (ml) Peso (g)
100 1.211
200 2.423
500 6.057
1000 12.114

Tabla 2: cantidad de Trizma Base para
preparar el volumen requerido de tampdn
Tris-HCI 0.1M pH 7.4.

1.3.2 Enterocinasa (4 Unidades/ml)

Se utiliza Enterokinase from porcine intestine (EK, 4.7 Units mg' solid,
Sigma) disuelta en tampon Tris-HCI con una concentracion de 4 U/ml. La solucion
de EK se mantiene a 4°C durante todo el experimento, para ello se introduce el
recipiente que la contiene en hielo.

La solucion de EK es el principal factor limitante en el desarrollo y
utilizacion de este método: primero, porque constituye el limitante econdmico del
mismo, al ser ciertamente cara; y segundo, porque debe asegurarse su estabilidad,
manteniendo el pH en 7.4 y una temperatura de 4°C.

Esta solucion se perfunde por el sistema con un flujo de 0.25 ml/min,
preparandose distintas cantidades de acuerdo con el tiempo de experimentacion
programado (tabla 3).
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experrrilrlllqle?liacién mg EK ml tampon

30 6.38 750

60 12.77 15.00
90 19.15 22.50
120 25.53 30.00
150 31.91 3750
180 38.30 45.00
210 44.68 5250
240 51.06 60.00
270 57.45 67.50
300 63.83 7500
330 70.21 82,50
360 76.60 90.00
390 82.98 9750
420 89.36 105.00

Tabla 3: cantidades de EK a disolver en tampoén Tris-HCI, segun la duracion del
experimento

1.4 Solucion de BAPNA (1mg/ml)

Se ha utilizado Na-benzoyl-pL-arginine-p-nitroanilide (BAPNA, PM=434.9,
Sigma) preparando una disolucion inicial en DMSO (Sigma), con una proporcion de
1 mg de BAPNA cada 5 pl DMSO.

Tras esperar aproximadamente 20 min para la disolucion completa, se toman
5 ul de la disolucién inicial por cada 1 ml de agua bidestilada, para alcanzar la
concentracion final de 1 mg BAPNA/mI. Esta disolucion se mantiene a temperatura
ambiente.

Del mismo modo que la EK, esta solucion se perfunde por el sistema con un
flujo de 0.25 ml/min, preparandose diferentes volumenes de acuerdo con el tiempo
de experimentacion previsto (tabla 4).
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Solucién min de ul de la solucién ml de
inicial experimentacion | inicial (DMSO) agua
40 50 10
40 mg BAPNA 80 100 20
en 200 ul DMSO 120 150 30
160 200 40
200 250 50
80 mg BAPNA 240 300 60
en 400 ul DMSO 280 350 70
320 400 80
360 450 90
120 mg BAPNA 400 500 100
en 600 ul DMSO 440 550 110
480 600 120
520 650 130
160 mg BAPNA 560 700 140
en 800 ul DMSO 600 750 150
640 800 160
680 850 170
200 mg BAPNA 720 900 180
en 1000 ul DMSO 760 950 190
800 1000 200

Tabla 4: cantidades de BAPNA a disolver en DMSO, y volumen de esta solucion a diluir en
agua, segun la duracién del experimento
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1. Desarrollo de un sistema
de determinacion de
tripsina en continuo

La determinacion de la tripsina (tripsindgeno) secretada por segmentos
pancreaticos se efectud segiin un método espectrofotométrico desarrollado durante la
fase experimental de esta Memoria de Licenciatura en el Departamento de Fisiologia
de UEX (Tapia y cols, 1995; San Roman y cols, 1995). Este método se basa en el la
capacidad de la tripsina de hidrolizar el sustrato cromogénico BAPNA (Na-benzoil-
DL-arginina-4-nitroanilida). Tras esta hidrolisis se libera la paranitroanilina, un
cromoforo facilmente detectable por espectrofotometria a 405 nm (Geiger y Fritz,
1984). La liberacion del cromoforo tras la hidrdlisis del sustrato se produce de forma
proporcional a la cantidad de tripsindgeno liberado por el tejido pancreatico.

Previamente a su determinacion hay que activar la tripsina puesto que es
secretada por el tejido pancreatico como tripsindgeno, un zimégeno o forma inactiva.
Para la activacion se adiciona a la mezcla de reaccidon enterocinasa (EK). La
activacion de tripsindgeno a tripsina ocurre muy rapidamente por la EK o trazas de
tripsina, eliminando del proenzima el péptido N—terminal con la secuencia Val-
(Asp)s-Lys, que estda muy cargado negativamente. La escision, por tanto, ocurre entre
los aminoécidos Lys 6 e Ile 7 del zimogeno y es muy selectiva.

1.1 Descripcion del protocolo
experimental

La obtencion de los segmentos pancredticos se realiza mediante el modo
descrito en el apartado Materiales y métodos. El efluente de la camara de perfusion
(1.5 ml/min) converge por una parte con la solucion de EK (0.25 ml/min), y por otra
con la solucion de BAPNA (0.25 ml/min), segun se esquematiza en la figura 1. La
soluciéon de EK tiene una concentracion de 4 U/ml (Enterokinase from porcine
intestine, Sigma), disuelta en un tampon Tris-HC1 0.1M, pH 7.4, para la activacion
de tripsindgeno a tripsina. La solucion de BAPNA (Sigma) se prepara disolviendo
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200 mg en 1 ml de dimetilsulfoxido (DMSO), a esta disolucion se le afiaden 200 ml
de agua bidestilada para alcanzar la concentracion final de 1 mg/ml.

A continuacion, el efluente de la cdmara de perfusion junto con la disolucioén
de BAPNA y de EK, se hace pasar por la camara de mezcla. Esta camara tiene una
capacidad aproximada de 1.5 ml, y aqui se completa la mezcla de los componentes
de la reaccion al disponer de un pequeiio agitador magnético en su interior.

Una vez mezclados los componentes se permite que la reaccion tenga lugar
durante aproximadamente 7 minutos, al pasar el efluente por un tubo de incubacion
de pequeno diametro y una capacidad de 11 ml, situado en un bafio termostatico a
37°C. El producto de la reaccion pasa, finalmente, por una cubeta de cuarzo disefiada
para la mediciéon en continuo y con un volumen muerto muy pequefio (80 pl de
capacidad). La absorbancia se mide a 405 nm y los valores se registran
continuamente en una carta registradora conectada al espectrofotometro.

El voltaje de la carta registradora se ajusta a 1 voltio, y la velocidad del papel
a 160 mm/hora. La ordenada limite del espectrofotometro se fija en 0.300 unidades
de absorbancia (UA), de forma que el intervalo de medicion esta comprendido entre
0 y 0.300 UA. Cuando la absorbancia es 0 (0 UA) el espectrofotometro manda 0
voltios a la carta, y con 0.300 UA manda 1 voltio (el méximo). En la carta, cada cm
de desplazamiento vertical se corresponde con 0.012 UA, y cada cm de
desplazamiento horizontal con 3.75 minutos.

Bomba
peristéltica Tapadera Imén de
agitacion
Zona
Tejido captaburbujas
¥ @ C T ENTRADA SALIDA
Bapna
) N - Bapna KH S
3 Espectrofotémetro
= 405 nm Carta
EK Bafio )
- < termostatico registradora
79 | |
Cémara @7°C) ——
de i I
mezcla - Tubo de 2 g
+ EK (4°C) incubacién (11ml) %

Figura 1: diagrama de flujo del sistema de determinacion de tripsina en continuo. Abreviaturas:
S, secretagogo; KH, tampon fisiologico (Krebs-Henseleit); C, captaburbujas; TP, tejido
pancreatico en la camara de perfusion; Bapna, Noa-benzoil-DL-arginina-4-nitroanilida; EK,
enterocinasa. Simbolos: [X], sumidero. En el recuadro: detalle de la camara de mezcla.
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1.2 Condiciones de la reaccion

1.2.1 Concentracion de BAPNA

Para calcular la concentracion Optima del sustrato se afiadieron cantidades
crecientes de BAPNA al medio de perfusion, manteniendo constante la

concentracion de EK (3 U/ml). Como estandar se utiliza una concentracién constante
de tripsindgeno de 3 pg/ml.

El BAPNA es muy poco soluble en medio acuoso y requiere una disolucion
previa en dimetilsulfoxido (DMSO), posteriormente se anade a esta disolucion la
cantidad de agua bidestilada requerida para alcanzar la concentracion buscada. Se
ensayaron concentraciones de BAPNA en el intervalo 0.2 mg/ml — 1 mg/ml.
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0.6475+X
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0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
Concentracion de BAPNA (mg/ml)

Figura 2: curva de saturacion del BAPNA, a una concentracién constante de
enterocinasa (3 U/ml).

1.2.2 Concentracion de enterocinasa

Una vez ajustada la concentracion de sustrato que podemos emplear se
determina la concentraciéon de EK que ofrece el mejor rendimiento. Para ello se
adicionan cantidades crecientes de EK a una concentracion constante de BAPNA
(0.8 mg/ml). Se utiliza con esta concentracion porque el sustrato no esta saturado y
se pueden detectar mas facilmente variaciones dependientes del cambio en la
concentracion del enzima. Como patron para evaluar las diferencias se utiliza el
tripsindgeno a una concentracion constante de 3 pg/ml.
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Figura 3: curva de saturacion de la enterocinasa para una concentracion de sustrato
contante (0.8 mg/ml).

En estas condiciones la concentracion de EK que se muestra mas adecuada es
4 U/ml, la respuesta se incrementa progresivamente hasta esta concentracion y mayor
cantidad de enzima no ofrece mejor rendimiento.

1.2.3 Condiciones fisico-quimicas

La EK se diluye en un tampon sin calcio Tris-HCI 0.1 M, pH 7.4, y se
mantiene a 4°C durante todo el protocolo experimental. Se ha utilizado también un
tampon Tris-HC1 0.05 M, pH 7.4 ofreciendo peor rendimiento.

La reaccién se incuba a 37°C durante 7 minutos. La temperatura de
incubacion se ha variado en un intervalo de 26 a 42°C, sin que se hayan registrado
diferencias significativas.

También se ha probado a afiadir CaCl2 (20mM) como fuente de calcio para la
funcion y estabilidad enzimaticas, sin embargo el rendimiento empeora al producirse
la precipitacion del calcio durante la incubacién de la reaccion y, de este modo,
interferir con las determinaciones espectrofotométricas. El calcio requerido como
cofactor por estos enzimas, no es un factor limitante en la reaccion puesto que se
encuentra en el tampon fisiologico perfundido (Krebs-Henseleit).

José Antonio Tapia Garcia 89



Resultados

1.3 Estandarizacion de la técnica

1.3.1 Curvas de calibracion

Una vez sentadas las condiciones de la reaccion, se realizan dos rectas de
calibracion del sistema para evaluar la linealidad de las determinaciones. La primera
recta se hace con tripsina (7ype II-S, Sigma), y la segunda con tripsindgeno
(Ttrypsinogen from bovine pancreas, Sigma). Ambas rectas muestran una correlacion
lineal muy alta, no llegdndose en ninguno de los dos casos a condiciones de
saturacion.

La curva de calibracion del tripsindgeno se recoge en la siguiente figura:

- Concetracion Altura
” (ng/ml) (cm) EEM
20 0.0 0.00 0.00
z 0.5 0.70 0.00
L 154 1.0 1.45 0.07
E 2.5 3.25 0.07
5 10- 5.0 7.20 0.57
7.5 10.25 0.64
5 R10.9975 Xe Y-0.321 10.0 13.55 0.49
: 1267 12.5 16.35 0.35
0 T T T T 1 15.0 19.10 0.42
0 4 8 12 16 20 17.5 21.92 0.22

Concentracién de tripsinégeno (ug/ml)

Figura 4: Arriba, curva estandar para el tripsindgeno. En la tabla se incluyen los valores
obtenidos (n=4). Debajo, registro original de las soluciones estandar de tripsindgeno (ug/ml).
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Los valores obtenidos para la curva estandar de tripsina muestran una
marcada tendencia lineal en el intervalo ensayado (1-60 UT/ml). Se ajusta una recta
por regresion lineal que presenta un grado de correlacion muy alto (R*=0.999) y que
permitird determinar posteriormente la cantidad de tripsina secretada por el tejido
pancreatico.

La curva de calibracion de la tripsina es la siguiente:

251 Concetracién Altura
(UT/ml) (cm) +EEM
20- 0.0 0.00 0.00
E 1.0 043 0.11
& 154 2.5 1.00 0.14
§ 5.0 1.93 0.25
5 10 10.0 3.80 0.25
20.0 6.90 0.44
5 00000 3 Y015 30.0 9.70 0.71
0 T T T T T ] 50.0 17.17 1.14
0 10 20 30 40 50 60 60.0 20.55 290

Concentracién de tripsina (UT/ml)

Figura 5: Arriba, curva estandar para la tripsina. En la tabla se incluyen los valores
obtenidos (n=5). Debajo, registro original de las soluciones estandar de tripsina (UT/ml).
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1.3.2 Cadlculo de la cantidad de tripsina
secretada por el tejido

El intervalo utilizado en la recta de calibracion de tripsina (1-60 UT/ml) y su
caracter lineal nos permite interpolar con precision la cantidad de tripsina secretada
por el tejido pancredtico, que tiene un maximo registrado en algunas aproximaciones
experimentales en cerca de 45 UT/min/100mg, y el minimo en 0.5 UT/min/100mg.

La cantidad de tripsina determinada en el efluente del tejido pancreatico se
estandariza respecto a UT, ya que ésta es la forma en que se cuantifica la tripsina
ensayada en la recta de calibracion. Una Unidad BAEE de tripsina (UT) se define
como la cantidad de tripsina que produce un incremento de 0.001 por minuto en la
absorbancia a 253 nm con BAEE (Na-benzoil-L-arginina etil ester) como sustrato a
pH 7.6 y 25°C. Para cuantificar y estandarizar la secrecion en UT utilizamos la recta
patron de tripsina:

Altura (cm) —0.11546
0.33865

Produccion de tripsina (UT / ml) =

Posteriormente se han estandarizado los valores para minutos (flujo de
perfusion de segmentos 1.5 ml/min):

Altura (cm) — 0.11546 .
0.33865

Produccion de tripsina (UT / min) = 1.5

Finalmente, se estandarizan los valores para 100 mg de tejido seco,
resultando la siguiente expresion:

Altura (cm) — 0.11546 £l5

P.de tripsina (UT / min/100 mg) = 0.33865 x 100
Peso del tejido (mg)
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1.4 Descripcion del diseino
experimental

El protocolo experimental, que aparece esquematizado en la figura 6,
comienza afadiendo al sistema la solucion de BAPNA, pero simultdneamente debe
mantenerse el mismo flujo que tendré el sistema durante el resto del experimento.
Con este fin también se hace pasar tampon Tris-HCl desde la bomba que impulsa la
solucion de EK, y tampon fisiologico desde la que impele el efluente de la camara de
perfusion del tejido (ver figura 1).

El BAPNA, por si solo, provoca una absorbancia residual, correspondiente al
sustrato no hidrolizado y no a una liberacion espontanea de paranitroanilina. La
absorbancia residual se registra como un incremento en la linea basal al detectarse el
BAPNA en el espectrofotometro.

Una vez se ha estabilizado la absorcion debida al BAPNA, se realiza una
calibracion del sistema con una concentracion estandar de tripsina de 10, 20, 30, 40 6
50 UT/ml, utilizando de forma alterna una de las 5 concentraciones para cada
experimento independiente. Con estos datos se calcula el coeficiente de variacion del
sistema para la tripsina.

A continuacion, y tras alcanzar de nuevo la absorbancia residual del sustrato,
se impele por el sistema la solucion de EK que, al igual que el BAPNA, incrementa
la absorbancia basal, que también se mantendrd constante a lo largo del disefio
experimental. En algunas ocasiones, en lugar de tripsina, se han utilizado
concentraciones estandar de tripsindgeno para realizar la calibracion. En estos casos
la calibracion debe realizarse después de que la disolucion de EK esté circulando por
el sistema. De nuevo, con los valores obtenidos se ha calculado el coeficiente de
variacion para el tripsindgeno.

Cuando se estabiliza el registro de absorbancia debida a la EK, se impele por
el sistema el efluente procedente del tejido pancreatico mediante una llave de flujo,
que redirecciona el efluente hacia la camara donde se mezclara con la solucién de
BAPNA y EK (ver figura 1). Previamente, mientras se equilibra el sistema y se
realiza la calibracion, la bomba que perfunde los segmentos pancreédticos esta en
funcionamiento, pero el efluente es descartado. De esta forma se permite el
equilibrado del tejido, que dura aproximadamente 30 minutos, mientras se realizan
las calibraciones. Una vez se ha estabilizado la secrecion, puede medirse la
liberacion basal o no estimulada de tripsindgeno del tejido pancredtico. El sistema,
por ultimo, est4 preparado para afiadir al medio de perfusion el agonista en estudio y
medir sus efectos.

Cuando se termina el experimento con un tejido éste se retira de la cdmara de
perfusion, se seca en papel de filtro y se pesa, para expresar los datos como 100 mg
de tejido seco. Para continuar el disefio experimental debe cargase la camara de
perfusion con nuevo tejido y, tras el pertinente equilibrado, se impulsa el efluente de
este nuevo tejido por el sistema.
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5 UT/min/100 mg

i

[

E 4 CCK 10°m
Tejido
q pancreatico
(150 mg)
[
5 min

4
— Enteroquinasa

Tripsina (4 u/mb
4 (30 U/mli)
Bapna
¢1 mg/mil)

Figura 6: registro original que recoge la absorbancia
experimental.

a 405 nm a lo largo del protocolo
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2. Validacion del sistema
de determinacion de
tripsinas en continuo

Una vez desarrollado y establecido, el método se emple6 para caracterizar la
liberacion de tripsina (tripsindgeno) en segmentos pancreéaticos de cobaya. Para ello,
primero determinamos la secrecion basal (o secrecion no estimulada) de tripsina, y
posteriormente utilizamos secretagogos clasicos, que actian a través las dos vias
mayoritarias de acoplamiento estimulo—respuesta.

Con este ultimo objetivo se utilizaron distintas concentraciones de agonistas
que ejercen su accion a través de la via de los inositoles fosfato (ACh y CCK), y
TPA, sustancia que activa especificamente la PKC, un intermediario en esta via.

Para estudiar la secrecion dependiente de la via del AMPc se utilizaron
secretina y VIP a distintas concentraciones. También se cuantifica la secrecion de
tripsina estimulada por histamina, secretagogo que parece actuar por esta ultima via.

Finalmente, buscando posibles interacciones, se caracterizo la secrecion de
tripsinas por la estimulacidon conjunta de secretina y CCK, por una parte, ¢ histamina
y CCK, por otra.
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2.1 Secrecion basal de tripsina

La secrecion basal de tripsina en segmentos pancreaticos de cobaya es de
2.29+0.33 UT/min/100mg (n=10). Esta se ha estimado tras depositar los segmentos
en la camara de perfusion y esperar 30 min hasta que se estabiliza la secrecion, es
entonces cuando se mide la secrecion basal como la altura que alcanza la linea
registrada.

Para calcular la secrecion basal de tripsina y para calcular el resto de valores
relativos a secrecion, se han estimado las unidades de tripsina (UT) partiendo de la
curva estandar de tripsina, y estandarizando los resultados para 100 mg y minutos,
segun las ecuaciones:

Curva estandar de tripsina:

Altura (cm) — 0.11546

Produccién de tripsina (UT | ml) = 0.33865

Estandarizacion de los resultados para 100 mg de peso seco y minutos:

Altura (cm) — 0.11546 ‘15

Tripsina (UT / min/100 mg) = 0'33865_‘ x 100
Peso del tejido (mg)
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2.2 Estudio de la secrecion de
tripsinas dependiente de la via del

calcio

2.2.1 Experimentos con ACh

La perfusion de segmentos pancreaticos con diferentes concentraciones de
ACh (3.16x107, 107, 2.16x10%, 4.64x10°, 106, 2.16x107, 4.64x107 y 107 M)
provoca un marcado incremento en la liberacion de tripsina. Este incremento se
produce de forma dependiente de la concentracion. El efecto maximo (43.83 + 6.45
UT/min/100mg) en respuesta a la ACh se obtiene a la concentracién 10° M, y la

concentracion efectiva 50 (ECso) es 2.16x106 M.

60-
2 I
= _ 454 Concetracion Lib. de tripsina
z25%° M)  (UT/min/100mg) *FFM
£ £ 1 3.16x10° 41.13 337
3= 1.00 x10° 43.83 6.45
5 £ 30+ 4.64 x10° 35.08 8.70
s E i 2.15 x10° 26.80 3.82
FE . 1.00 x10° 16.13 3.10
= 157 4.64 x107 8.45 1.97
2.15x107 5.43 1.95
1.00 x1077 2.72 1.19
O T T T 1
8 7 6 5 4

Concentracion de ACh (log M)

Figura 7: curva concentracion—efecto de la ACh sobre la secrecion de tripsina en

segmentos pancreaticos de cobaya. Las respuestas estan expresadas como incremento
neto sobre el basal, cada punto es la media + EEM de al menos 5 experimentos

diferentes. En la tabla se incluyen los valores obtenidos para

concentraciones de ACh.

las diferentes
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Con los valores obtenidos se ha realizado un ajuste de regresion no lineal, que

tiene los siguientes parametros:

Variables +Error est. | 95% Interv. confianza Calidad del ajuste
Efec. minimo  3.449 1.596 -0.9825 a 7.880 Grados de libertad 4
Efec. maximo  43.43 1.651 38.84 a4 48.01 R? 0.9934
LogEC50 -5.79 0.04942 -5.927 a -5.653 Suma de cuadrados 13.04
Pendiente 1.669 0.297 0.8441 a 2.493 Sy.x 1.806
EC50 1.62E-06 — 1.183E-6 a 2.225E-6 | [N° de valores X 8

Tabla 1: parametros del ajuste no lineal para la curva concentracién—efecto de la ACh.

A continuacion se representan los intervalos de confianza (95%) para el

efecto maximo (43.43 UT/min/100mg) y la concentracion efectiva 50 (1.62x10°% M)
dependientes de la estimulacion con ACh, estimados por el ajuste no lineal recogido
en la tabla 1.

Liberacién de tripsina
(UT/min/100mg)

A B
60 60
| Efecto
maximo o
45+ 2 45-
Y °
- =g -
-
2
30+ 5 £ 30+
g E ’
&=
5=
2<
15 = 151
o e ECs
0 T T T 1 0 T T T 1
-8 -7 -6 -5 -4 -8 -7 6 5 -4
Concentracion de ACh (log M) Concentracion de ACh (log M)

Figura 8: representacion de los intervalos de confianza estimados en la curva
concentracién—-respuesta de la ACh, para el efecto maximo (A) y para la ECso (B).
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2.2.2 Experimentos con CCK

De igual forma que con ACh, la perfusiéon de segmentos pancreaticos con
diferentes concentraciones de CCK (107, 3.16x107%, 10, 3.16x10?, 10”, 3.16x107'°,
101° y 3.16x10°!'! M) provoca un marcado incremento en la liberacion de tripsina
dependiente de la concentracion. La méxima respuesta secretora en respuesta a CCK
(29.83 + 4.48 UT/min/100mg) se obtiene a la concentracion 3.16x10% M, y la
concentracion efectiva 50 es 10 M.

40

: l

=~ _ 30 Concetracion Lib. de tripsina

& o 7 M)  (UT/min/100mg) *FFM

&S 1.00x10°7 28.18 2.28

= 2 | 3.16x10°8 29.83 4.48

3 F 20+ 1.00x1078 26.41 7.01

s = 3.16x107 20.97 5.62

52 1.00x10° 15.70 3.62

= 10- 3.16x1071° 7.17 1.00
1.00x10°1° 1.98 0.41
3.16x10°!" 0.61 0.19

0 T 1

T T T
-1 -10 -9 -8 -7 -6
Concentracion de CCK (log M)

Figura 9: curva concentracion—efecto de la CCK en la liberacion de ftripsina. Se
representan las medias + EEM de al menos 5 experimentos diferentes. En la tabla se
incluyen los valores obtenidos para las diferentes concentraciones de CCK ensayadas.
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De nuevo se ajusta una curva de regresion no lineal a los valores obtenidos

con CCK, con los siguientes pardmetros:

Variables tError est. | 95% Interv. confianza Calidad del ajuste
Efec. minimo -1.134 1.736 -5.953 a 3.685 Grados de libertad 4
Efec. madximo  29.59 1.13 26.45a32.72 R? 0.9946
LogEC50 -9.036 0.08465 -9.271 a -8.801 Suma de cuadrados 5.34
Pendiente 0.9065 0.1611 0.4594 a 1.354 Sy.x 1.155
EC50 9.20E-10 — 5.3e-10a 1.5¢-9 N° de valores X 8

Tabla 2: parametros del ajuste no lineal para la curva concentracion—efecto de CCK.

A continuacion se representan los intervalos de confianza para el efecto

méximo estimado (29.59 UT/min/100mg) y la concentracion efectiva 50 (9.20x1071°
M), obtenidos ambos por el ajuste no lineal recogido en la tabla 2.

40- 40-

Liberacion de tripsina
(UT/min/100mg)

A B

Efecto
{ maximo

w
o
1
o
w
o
1
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N
<
Liberacion de tripsina
(UT/min/100mg)
N
o

-
o
1

ECs,

o

0 T = T T T T 1 0 T T T T 1
-12 11 10 -9 -8 -7 -6 -12 11 10 -9 -8 -7 -6

Concentracion de CCK (log M) Concentracion de CCK (log M)

Figura 10: representacion de los intervalos de confianza estimados para el efecto
maximo (A) y la ECso (B), sobre la curva concentracion—efecto de la CCK.
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2.2.3 Comparacion de los efectos de la CCK y la
ACh en la secrecion de tripsinas

La maxima secrecion de tripsinas obtenida por la estimulacion
con ACh (43.8UT/min/100mg) es mayor que la obtenida por CCK
(29.5 UT/min/100mg); sin embargo, para lograr este efecto maximo la ACh requiere
concentraciones mas elevadas (10° M) en el medio de perfusion que la CCK
(3.16x10°® M). De igual forma, al estudiar la concentracion efectiva 50, encontramos
que es mayor para la ACh (2.16x10° M) que para la CCK (10 M) (figura 11).

Por otra parte, el perfil secretor dependiente de ACh es distinto que el de la
CCK, como puede comprobarse en los registros originales que se incluyen en la
figura 12. El efecto méximo obtenido por la ACh, para cualquier concentracion
ensayada, se alcanza antes que el obtenido estimulando los segmentos pancreaticos
con CCK. Sin embargo, la secrecion estimulada por CCK se mantiene durante mas
tiempo que la estimulada por ACh. Por tanto, la liberacion de tripsinas desde
segmentos pancredticos de cobaya en respuesta a la ACh se produce de un modo mas
rapido pero menos sostenido que en respuesta a la CCK.

w A
o o
T T

Liberacion de tripsina
(UT/min/100mg)
N
o
T
—

0 | | | f | | |

1
-1 10 © -8 -7 6 -5 -4

Concentracion (log M)

Figura 11: curvas concentracion—efecto para la CCK (®) y la ACh (©) en la liberacion de
tripsina desde segmentos pancreaticos.
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5 UT/min/100 mg
r—

1

—]
ACh 2.16 x 10m

4
Tejido
pancreatico
(150 mg)

[}

£

0

0

2

£

£

=

=)

) JR —
5 min

I
4 CCK 10°°m
Tejido
pancreatico
(150 mg)

Figura 12: registros originales donde se muestra la respuesta secretora de segmentos
pancreaticos de cobaya, obtenida tras la estimulacién con la concentracién ECso de
ACh (2.16x10® M, superior) y CCK (10° M, inferior). Las barras de calibracion
horizontales representan 5 minutos, la barra vertical equivale a 5 UT/min/100mg de
tejido seco.
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2.3 Estudio de la secrecion de
tripsinas dependiente de la activacion
de la PKC por TPA

El TPA, a concentraciones de 107, 10® y 10° M, provoca en segmentos
pancreaticos perfundidos de cobaya, un moderado incremento en la liberacion de
tripsina, si se compara con la secrecion inducida por ACh o CCK. Este incremento es
dependiente de la concentracién, y tiene un efecto maximo de 4.27 + 1.66
UT/min/100mg con la concentraciéon 10”7 M de TPA.

6_
“ —‘7
= 5
2@
gé ar T Concentracién Lib. de tripsina
D .
TEL T (M) (UT/min/100mg) TFM
§ El 1.00x107 427 1.66
FEE 1.00x10°% 3.59 1.49
3 | 1.00x10° 2.81 0.54

5 5 7

Concentracion de TPA
(log M)

Figura 13: histogramas que representan la liberacion de tripsina desde el tejido pancreatico en
respuesta a TPA. Los valores mostrados son la media + EEM de al menos 5 experimentos
independientes. En la tabla se incluyen los valores obtenidos para las diferentes
concentraciones de TPA.

5 UT/min/100 mg

I
5"‘_“_/\

H
TPA 1x107 M

Figura 14: registro original de la liberacién de tripsina en segmentos
pancreaticos de cobaya, obtenido tras la estimulacion con 107 M de TPA.
Las barras de calibracion horizontales representan 5 minutos, la barra
vertical equivale a 5 UT/min/100mg.
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2.4 Estudio de la secrecion de
tripsinas dependiente de la via del

AMPc

2.4.1 Experimentos con secretina

Los segmentos pancreaticos estimulados con secretina a las concentraciones
10, 3.16x107, 107, 10® y 10° M incrementan la produccién de tripsinas sobre el
basal, de forma concentracion—dependiente, con un efecto maximo en 10°° M.

7_
<
=
25 C Lib. de t
= oncetracion Lib. de tripsina
£ E s (M)  (UT/min/100mg) TFM
B2, 1.00x10¢ 4.73 1.65
== 3.16 x107 3.39 0.90
3£ 1.00 107 1.73 0.80
5221 1.00 x10°® 1.06 0.45
= ! | 1.00 x10° 0.96 0.27
0 T T T T 1
-10 -9 -8 -7 -6 -5

Concentracion de secretina (log M)

Figura 15: curva concentracion—efecto de la secretina en la secrecion de tripsina. En la tabla

se incluyen los valores obtenidos para las diferentes concentraciones de secretina (n>5).

Con los valores obtenidos se ajusta una curva de regresion no lineal, con estos

parametros:
Variables | +Error est. | 95% Interv. confianza Calidad del ajuste
Efec. minimo 0.995798  0.040501 0.48119 a 1.51041 Grados de libertad 1
Efec. maximo 5.209174  0.148683 3.32001 a 7.09834 R? 0.999725
LogEC50 -6.57045  0.02825 -6.9294 a2 -6.2115 Suma de cuadrados  0.002954
Pendiente 1.56456 0.12309  0.000584649 a 3.12854 | |Sy.x 0.054351
EC50 2.69E-07 — 1.177e-7 a 6.145¢-7 N° de valores X 5

Tabla 3: parametros del ajuste no lineal para la curva concentracion—efecto de secretina.
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2.4.2 Experimentos con VIP

El VIP provoca un efecto similar al de la secretina. Se han estudiado las
mismas concentraciones que con aquella: 10, 3.16x107, 107, 108 y 10° M y, de
igual forma, se incrementa la produccion de tripsinas sobre el basal, de forma

concentracién—dependiente, con un efecto maximo en 10 M.

Liberacion de tripsina
(UT/min/100mg)

Concetracion Lib. de tripsina

M)  (UT/min/100mg) TFM
1.00x10° 4.91 1.96
3.16 x107 4.58 0.95
1.00 x107 2.62 1.22
1.00 x10°* 1.14 0.69
1.00 x10°° 0.57 0.21

-8 -7

-6 -5

Concentracion de VIP (log M)

Figura 16: curva concentracion—efecto del VIP en la secrecion de tripsina. En la tabla se
incluyen los valores obtenidos para las diferentes concentraciones de VIP (n>5).

Con los valores obtenidos se ajusta una curva de regresion no lineal, con estos

parametros:
Variables +Error est. | 95% Interv. confianza Calidad del ajuste
Efec. minimo 0.832835  0.283692 -2.77175 a 4.43742 Grados de libertad 1
Efec. maximo 4.998217  0.504728 -1.41486 a 11.4113 R? 0.99028
LogEC50 -6.94368  0.106216 -8.29326 a -5.59409 Suma de cuadrados  0.149449
Pendiente 2.000175 1.264748 -14.0697 a 18.0701 Sy.x 0.386587
EC50 1.14E-07 — 5.090e-9 a 2.546¢-6 N° de valores X 5
Tabla 4: parametros del ajuste no lineal para la curva concentracion—efecto de VIP.
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2.4.3 Experimentos con histamina

El efecto maximo de la histamina es muy parecido a los del VIP y secretina,
si bién la concentracion requerida para lograr este efecto es mucho mayor para la
histamina (10 M). Se han estudiado el efecto de la histamina a las concentraciones
107,104,103, 10° y 107 M, y se observa que la secrecion de tripsinas sobre el basal
estimulada por histamina es dependiente de la concentracion.

Liberaciéon de tripsina
(UT/min/100mg)
—

[
T

T pd

(=]

Concetracion Lib. de tripsina

M)  (UT/min/100mg) >FFM
1.00x10° 4.26 1.65
1.00 x10* 3.20 1.17
1.00 x10°3 1.82 0.59
1.00 x10° 1.10 0.20
1.00 x107 1.08 0.35

T
-7 -6

'
oo}

5 4

-3 -2

Concentracion de Histamina (log M)

Figura 17: curva concentracién—efecto en la secrecién de tripsinas de la histamina. En la
tabla se incluyen los valores obtenidos para las diferentes concentraciones de histamina

(n=5).

Con los valores obtenidos se ajusta una curva de regresion no lineal, con estos

parametros:
Variables +Error est. | 95% Interv. confianza Calidad del ajuste
Efec. minimo 1.001713  0.09487 -0.203706 a 2.20713 Grados de libertad 1
Efec. maximo 4.621515  0.23645 1.61718 a 7.62585 R? 0.998915
LogEC50 -4.26031 0.10542 -5.59977 a -2.92085 Suma de cuadrados  0.008476
Pendiente 0.752985  0.12113 -0.786099 a 2.29207 Sy.x 0.092066
EC50 5.49E-05 — 2.513e-6 a2 0.0012 N° de valores X 5

Tabla 5: parametros del ajuste no lineal para la curva concentracién—efecto de histamina.
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2.4.4 Comparacion de los efectos del VIP, la
secretina y la histamina en la secrecion de
tripsinas

La secrecion de tripsinas estimulada por secretina y VIP, secretagogos que
actlian incrementando los niveles intracelulares de AMPc, tiene un patrén muy
similar con respuestas méaximas en 10°® M de 4.73 = 1.65 y 491 + 1.96
UT/min/100mg respectivamente. La méaxima secrecion producida por histamina, en
102 M, es de 4.25 + 1.65 UT/min/100mg.
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Liberacion de tripsina
(UT/min/100mg)
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Concentracion (log M)
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Figura 18: (A) curvas concentracion—-respuesta para el VIP (©), la secretina (®) y la histamina
(9) en la liberacion de tripsina desde segmentos perfundidos pancreédticos de cobaya; (B)
registros originales donde se muestra la respuesta maxima obtenida tras la estimulacién con
VIP(10% M), secretina (10® M) e Histamina (10 M). Las lineas de calibracion horizontales
representan 5 minutos, la vertical equivale a 5 UT/min/100mg de tejido seco.
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2.5 Estudio del efecto de las
interacciones CCK-secretina y CCK-
histamina en la secrecion de tripsinas

La figura 19 muestra la liberacion de tripsina sobre el basal desde segmentos
pancredticos  perfundidos tras la  estimulacion con CCK (10° 'y
3.16x10°® M), secretina (10”7 M), histamina (10 M), dos combinaciones de CCK y
secretina y dos combinaciones de CCK e histamina.

La liberacion de tripsina estimulada por CCK—secretina es estadisticamente
mayor (p<0.05) que la liberacién estimulada por CCK o la suma de los efectos de
CCK y secretina a esas concentraciones. Sin embargo, no se han encontrado
diferencias significativas entre la liberacion de tripsinas inducida por CCK sola o en
combinacién con histamina a la concentracion ECso. Estos resultados indican que la
secretina puede potenciar el efecto de la CCK, por el contrario, la histamina no tiene
un efecto detectable en la liberacion de tripsinas estimulada por CCK.

70+
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CCK 10°M + o+ o+ - - oL
CCK 3.16x10* M - - - - -+ o+ 4+
Secretina 107 M - + - + - _ + _
Histamina 10 M - - + - + - - +

Figura 19: histogramas que representan la media + EEM de la liberacién de tripsinas
desde segmentos pancreaticos perfundidos en respuesta a la presencia (+) en el
medio de perfusidn de diferentes secretagogos, solos o en combinacion ( * p<0.05).
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Discusion

La necesidad del estudio de la funcionalidad del pancreas sin las
influencias que otros 6rganos pudieran ejercer sobre ¢l, condujo a la puesta a
punto de técnicas en las que se aislaba el citado 6rgano manteniendo su estructura
glandular y su irrigacion, asi como las terminaciones aferentes nerviosas al
organo. Sin embargo, debido a la complejidad metodoldgica de esta técnica, se
desarrollaron abordajes experimentales mas sencillos entre los que destacan la
perfusion de segmentos o 16bulos pancreaticos.

Pese a que la obtencion de 16bulos pancredticos minimiza el dafio en las
células acinares, lo que prolonga su viabilidad y los hace adecuados para estudios
de larga duracion (Scheele y Palade, 1974), la utilizacion de segmentos
pancredticos permite, debido a su pequefio tamafio, una buena difusion del
oxigeno y solutos desde el medio de perfusion, de tal modo que en estudios de
corta duracion no se han observado diferencias significativas entre los resultados
obtenidos con ambos tipos de preparaciones (Scheele, 1983). Esto, junto con la
sencillez de su obtencidn, nos condujo a la eleccion de la perfusion de segmentos
pancreaticos como sustrato bioldgico para el estudio de la secrecion pancredtica
exocrina.

Para la realizacion de esta Memoria de Licenciatura hemos elegido el
cobaya como animal de experimentacion. Esta eleccion encuentra su explicacion
en ser una de las especies mas reiteradamente utilizada en los estudios de
secrecion pancredtica exocrina, constituyendo uno de los modelos experimentales
en que mas se ha avanzado en el conocimiento de los mecanismos celulares del
acoplamiento estimulo-secrecion, hecho que da pie a que cualquier investigacion
en ¢l desarrollada se continue con el estudio de tales mecanismos.

Puesto que la secrecion pancreatica exocrina tiene diferentes componentes
que es factible cuantificar, se han desarrollado distintas técnicas para caracterizar
la funcion de este tipo celular con los cambios en la concentracion del
componente cuantificado (Folsch y Wormsley, 1973; Matthews y cols, 1974;
Peterson, 1983; Camello y Salido, 1993). En nuestro estudio experimental se ha
puesto a punto un método basado en la cuantificacion en continuo del
tripsindgeno pancreatico producido por las células secretoras pancredticas. En
este método se determina espectrofotométricamente la cantidad de un cromoforo
(paranitroanilina), liberado tras la accion de la tripsina sobre el sustrato especifico
BAPNA.

Dado que en la secrecion pancreatica exocrina se libera tripsinogeno,
precursor inactivo de la tripsina, para que pueda ser cuantificado se precisa afadir
al efluente pancreatico la enzima convertidora enterocinasa. La utilizacion de
BAPNA como sustrato para la determinacion de la concentracion de tripsina en
diferentes sustratos biologicos estd ampliamente documentada (Svendsen y cols,
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1972; Wit, 1991; Claeson, 1994), habiéndose puesto también a punto para
cuantificar su concentracion en el jugo pancredtico (Folsch y Wormsley, 1973;
Manso y cols, 1992). Sin embargo, no existen trabajos que indiquen que ha sido
utilizada en la determinacion en continuo de la concentracion de tripsina, ni en
jugo pancredatico, ni en otros medios biologicos.

En nuestras condiciones experimentales, el BAPNA puede ser utilizado
como un sustrato adecuado en la determinacidon continua de la concentracion de
tripsindgeno ya que genera una cantidad de cromoforo, en estas condiciones, que
puede ser determinado espectrofotométricamente.

El BAPNA, por si solo, provoca un incremento en la absorbancia con un
maximo en 300 nm, mientras que la molécula de paranitroanilina que se libera
tras la hidrolisis presenta maxima absorbancia a 380 nm. Por este motivo la
reaccion se registra a 405 nm con el fin de evitar las interferencias con sustratos
no hidrolizados. Sin embargo, aun a 405 nm existe una pequefia absorbancia
residual dependiente del sustrato no hidrolizado, que no se debe a una liberacion
espontanea de paranitroanilina. Puesto que ésta absorbancia residual se mantenia
estable (Resultados, Figura 6), no afectaba a la determinacidon posterior de la
concentracion de cromoéforo.

Cuando determinamos la concentracion de sustrato adecuada, pudimos
comprobar que, debido a su escasa solubilidad en agua, era necesario realizar una
disolucion previa en DMSO. No se pudieron ensayar concentraciones de sustrato
superiores a 1 mg/ml, como consecuencia de esa baja solubilidad, porque a
mayores concentraciones el BAPNA precipita. Sin embargo, creemos que en
nuestras condiciones experimentales, el sustrato se encuentra en suficiente
concentracion como para no ser limitante, como lo demuestra la linealidad
existente en la relacion entre la concentracion del cromoforo, la concentracion del
tripsindgeno o la concentracion de la tripsina (Resultados, Figuras 4 y 5).

Al igual que ocurria con la solucion de BAPNA, la solucion de EK
necesaria para la cuantificacion de tripsindgeno absorbe a 405 nm, pero por
mantenerse esta absorcion constante a lo largo del tiempo, y por la linealidad
existente en las curvas tripsindgeno—concentracion de cromdforo, no
consideramos que esto interfiera en la cuantificacion.

Pese a que cuando Geiger y Fritz (1984) optimizaron el método en el que
el BAPNA era utilizado como sustrato para la cuantificacion de tripsina,
determinaron que la concentracion de calcio final en la solucion deberia ser
20mM, en nuestras condiciones experimentales la suplementacion de calcio al
efluente pancreatico provocaba una precipitacion del mismo, que impedia el
analisis espectrofotométrico, por lo que la concentracion de calcio en nuestro
sistema es la correspondiente al tampodn fisiologico de Krebs—Henseleit (2.56
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mM). Concentraciones similares no han mostrado retardar ni la activacion del
tripsindogeno, ni la estabilidad de la tripsina en jugo pancreatico de avestruz
(Bodley y cols, 1995).

La cuantificacion de tripsina y tripsinogeno, siguiendo el método
propuesto en esta Memoria de Licenciatura, ha demostrado la existencia de un
alto grado de correlacion lineal entre la concentracion utilizada y el incremento en
la absorbancia a 405 nm (Resultados, Figuras 4 y 5). En cuanto a la precision del
método, el coeficiente de variacion calculado fue de 12% (n=10), que se encuadra
dentro de los limites de variacion propuestos para esta técnica (Geiger y Fritz,
1984). La curva de tripsindgeno muestra asi mismo un coeficiente de variacion
similar, un 11% (n=10), pese a que incluye el paso de la activacion del
tripsindgeno por la enterocinasa. Los limites de deteccion para la tripsina y
tripsinogeno, fueron de 1 UT/ml y 0.5 pg/ml respectivamente, que se encuentran
asi mismo dentro del intervalo descrito para la deteccion de estos compuestos
(Geiger y Fritz, 1984).

Nuestro método se ha mostrado sensible para detectar los cambios en la
produccion de tripsina de segmentos pancreaticos, inducidos por agonistas que
estimulan la secrecion pancreatica exocrina por diferentes vias de acoplamiento
estimulo-secrecion.

La ACh estimula la produccion de tripsina, presentando un efecto maximo
a la concentracion de 10°M y una ECsp de 2.16x10°M. Uno de los
inconvenientes que pudiera conducir a la no utilizacion de una técnica para la
cuantificacion de un parametro concreto en la secrecion, es que la citada técnica
se mostrara insensible para detectar las respuestas a dosis de un agonista
determinado que fehacientemente provocan estimulacion del tejido, cuantificables
por otros métodos. Sin embargo, los resultados que hemos obtenido con la
estimulacion de los segmentos con ACh parecen mostrar una mayor sensibilidad
de nuestro método, comparado con la deteccion de amilasas en continuo utilizada
por Jennings y cols (1996), quien describe una curva dosis—respuesta en
segmentos de cobaya para la ACh con un efecto maximo de 10> M y una ECs
2.3x10”° M. Sin embargo, puesto que el componente cuantificado no es el mismo,
no podemos descartar que la estimulacion de cada uno de estos componentes del
jugo pancreatico sufra un patron de secrecion diferente, si bien los estudios de
Tartakoff y cols (1974a y 1974b) y Sceele y Palade (1975), en la especie de
nuestro estudio, indican que la descarga enzimatica de amilasa y tripsindgeno se
realiza sincrénicamente y con proporciones constantes, independientemente de
las condiciones experimentales y de la naturaleza del secretagogo empleado.

La aplicacion de CCK provocod, asi mismo, una liberacion dosis—
dependiente de tripsina con un efecto méaximo a la concentracion 3.16x10° M y
una ECsp de 10° M. La produccion de proteinas medida por Scheele y Palade
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(1975) en lobulos pancreaticos de cobaya mostrd un efecto maximo a 10° M, lo
que supondria una menor sensibilidad de nuestra técnica en la deteccion de la
respuesta del tejido a la CCK. Camello y Salido (1993), en segmentos
pancreaticos de rata, encontraron un efecto maximo de la CCK en la produccion
de proteinas de 10'°M y una ECsp de 2x10'' M. La cuantificacion de la
produccion de amilasas en acinos pancreaticos de cobaya ha mostrado que esa
preparacion es mas sensible, ya que la dosis de 10'2M tiene efectos
cuantificables, y el efecto maximo se alcanza a 3.2x10'° M (Alcon y cols, 1996).
Otra diferencia importante es que tanto la determinacion de proteinas totales
como la de amilasas, muestran un patron secretor bifasico mas acusado que el que
se detecta con el empleo de la técnica aqui desarrollada, no existiendo en
principio ninguna explicacion para los resultados obtenidos, si bien ninguno de
los estudios anteriormente comentados hacian determinacion en continuo, lo que
podria apuntar a que los métodos en continuo tienen una pérdida de selectividad
con respecto a los de muestras discretas.

Nuestros resultados también demuestran que el éster de forbol TPA,
conocido activador de la PKC (Kikkawa y cols, 1884; Nishizuka, 1988; Francis y
Singh, 1990) puede también producir una liberacion de tripsina en segmentos
pancreaticos de cobaya. El efecto estimulador del TPA en la secrecion de tripsina
parece ser mayor que el obtenido cuantificando la secrecion de amilasas en
pancreas de rata. En este caso, el éster de forbol evoca un incremento
relativamente lento de la produccion de amilasas, alcanzando un maximo tras 25-
30 minutos de exposicidon que no se mantiene a lo largo del tiempo (Singh,
1985a). Nuestros resultados, sin embargo, son bastante similares a los descritos
por Camello y Salido (1993), utilizando un método en continuo de deteccion de
proteinas totales en segmentos pancreaticos de rata.

En nuestro estudio, la produccion de tripsina inducida por secretagogos
que estimulan la via del AMPc, como secretina y VIP, es claramente inferior a la
que evocan los clasicos secretagogos que actuan a través de la via del calcio
(CCK, ACh), lo que esta en absoluta concordancia con la mayor capacidad en la
estimulacion de la secrecion proteica descrita para estos ultimos en la literatura
(Gardner y Jensen, 1981 y 1989). La magnitud de las respuestas secretoras para la
tripsina es similar a las previamente descritas para la produccion de amilasas
(Gardner y Jackson, 1977; Burnham y cols, 1984; Sjodin y cols, 1990; Salido y
cols, 1992).

Finalmente, los resultados de este estudio confirman que la histamina,
cuyo mecanismo de accion en el pancreas estd sujeto a controversias (Lajas y
cols, 1995; Camello y cols, 1997), provoca un aumento dosis—dependiente en la
produccion de tripsina, si bien Jennigs y cols (1996) no detectaron incrementos en
la liberacion de amilasas por segmentos pancreaticos de cobaya, utilizando un
método en continuo de deteccion, lo cudl, junto con la mayor sensibilidad de
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nuestro método en la respuesta a la ACh, nos indicaria que la técnica por nosotros
descrita presenta la doble ventaja de mayor sencillez y mayor sensibilidad. Esto
hace a nuestra técnica el método de eleccion para determinar la secrecion en
continuo, comparado con la técnica de amilasas.

Ademas de haberse mostrado 1til para cuantificar globalmente la respuesta
a los secretagogos pancreaticos, nuestra técnica, al tratarse de un método para la
deteccion en continuo, presenta la ventaja sobre los métodos de incubacion
estatica, de que sirve para caracterizar la cinética de las respuestas, lo que puede
ser de gran utilidad para conocer las interacciones entre secretagogos, asi como
para la caracterizacion de los fendmenos de taquifilaxia, desensibilizacion e
hipersensibilizacién que pudieran ocurrir.

Por tultimo, al haberse implicado recientemente la activacion intracelular
de la tripsina como el factor desencadenate de la pancreatitis (Mithofer y cols,
1998), podemos considerar que este método, al fundamentarse precisamente en la
activacion y cuantificacion de la tripsina, es la herramienta idonea para realizar
estudios en la fisiopatologia y patocronia de esta enfermedad, y solventa de este
modo las restricciones de los otros métodos, que deben limitarse exclusivamente
a estudios de funcionalidad sobre el 6rgano patoldgico.
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El método espectrofotométrico descrito para medir de forma continua la
liberacion de tripsinas desde segmentos pancreaticos de cobaya, es sencillo, y
suficientemente sensible para cuantificar la liberacion de tripsina en respuesta a
varios secretagogos, que actiian a través de diferentes sistemas de acoplamiento
estimulo—secrecion, siendo el método en continuo de eleccion, comparado con los

ya existentes basados en la deteccion de amilasas o proteinas totales.
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