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El pensamiento mas difundido entre todos
los cientificos es que si hay algo que se
puede medir, entonces debe ser muy

importante

Thomas, R.C. “Intracellular pH”

en Acid-Base balance



MENU SALIR

ABREVIATURAS



MENU SALIR

Abreviaturas

o AA: 4cido araquidonico

J a.a.: aminodcido

. AC: adenilato ciclasa

o ACh: acetilcolina

o ADN: 4cido desoxirribonucléico

o ADP: difosfato de adenosina

° AMPc: 3,5 monofosfato ciclico de adenosina

o ARN: 4cido ribonucléico

. ATP: trifosfato de adenosina

o AP: 4cido fosfatidico

o BSA: albumina sérica bovina

o Ca®": ion calcio

. [Ca®']i: concentracion de calcio libre citoplasmatico
. [Ca®],: concentracién de calcio libre extracelular

. CAM: calmodulina

o CCK: colecistokinina

. CCK-8: octapéptido de colecistokinina

o CICR: liberacion de Ca®" inducida por Ca**

o CRAC: corrientes activadas por la liberacion de Ca**

° CTP: fosfocolina citidil transferasa

© Antonio Gonzalez Mateos



MENU SALIR

Abreviaturas

J DG: 1,2 diacilglicerol

° DIDS: 4,4’-diisotiocianoestilbeno-2,2’-disulfonato

° DMO: 5’5-dimetil-4’4-oxazolidinediona

. EGF: factor de crecimiento epidermal

) FBS: suero fetal bovino

° FGF: factor de crecimiento de fibroblastos

J GDP: difosfato de guanina

o GMPc: monofosfato de guanosina ciclica

o GRP: péptido liberador de gastrina

. GTP: trifosfato de guanina

. H1+: agonista de los receptores H1 para la histamina.

o H2+: agonista de los receptores H2 para la histamina.

o H3+: agonista de los receptores H3 para la histamina.

° IBMX: isobutil metil xantina

° PIP: fosfatidilinositol 1-fosfato

° 1,3,4-1P5: inositol 1,3,4-trifosfato

° 1,3,4,5-1P4: inositol 1,3,4,5-tetrafosfato

° 1,3,4,6-1P4: inositol 1,3,4,6-tetrafosfato

. 1,4-1P;: inositol 1,4-difosfato

) IP5: inositol 1,4,5-trifosfato
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Abreviaturas

o IPs: inositol pentafosfato

° IP¢: inositol hexafosfato

o PI-3P: fosfatidilinositol 3-fosfato

o PI-4P: fosfatidilinositol 4-fosfato

o M. ES.Aa: medio esencial de aminodcidos

e Mg’ ion magnesio

o [Mg”Ji: concentraciéon de magnesio libre citoplasmatico
o [Mg”]o: concentracion de magnesio libre extracelular

o MJJ: medio salino fisiologico

. MLCK: cinasa de las cadenas ligeras de miosina

. NMDG: N-metil-D-glucamina

o NMR: resonancia magnética nuclear

. NO: 6xido nitrico

J OA: 4cido ocadaico

o PACAP: péptido pituitario activador de la adenilato ciclasa
o PC: fosfatidilcolina

. pHi: pH intracelular

o pH,: pH extracelular

J PHI: péptido histidina-isoleucina

° PI: fosfatidilinositol
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Abreviaturas

° PIP,: fosfatidilinositol 4,5-difosfato

o PKC: proteina cinasa C

o PK AII: proteina cinasa All

) PLA,: fosfolipasa A2

. PLC: fosfolipasa C

o PLD: fosfolipasa D

J PP: polipéptido pancreatico

o RE: reticulo endopldsmico

o RS: reticulo sarcoplasmico

. RVD: disminucién reguladora del volumen celular

. RVI: incremento regulador del volumen celular

° SITS: 4-acetamido-4’-isotiocianoestilbeno-2,2’disulfonato

° SNC: sistema nervioso central

° TPA: 13-acetato de 12-O-tetradecanoil forbol

o VIP: péptido intestinal vasoactivo
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ANTECEDENTES

Figura 1. Micrografia de una seccion de pancreas de cobaya que muestra la
estructura de un acino. En la misma se puede observar el polo apical de las células
acinares, rico en granulos de zimégeno, y el polo basolateral, conteniendo el RE.
Tomado de: Physiology of The Gastrointestinal Tract; The Pancreatic Acinar Cell:
Structure-Function Relationships. Gorelick F.S. y Jamieson, J.D. pp 1353-1376.

Figura 2. A. Esquema que muestra el arbol formado por los conductos
pancreaticos en la rata, ratobn y hamster. B. Micrografia al microscopio electronico que
muestra una imagen de un lobulo pancreatico (A) con sus conductos intercalados
(flecha). Tomado de: Physiology of The Gastrointestinal Tract; Pancreatic Ducts:
Cellular Mechanism and Control of Bicarbonate Secretion. Argent, B.E. y Case, R.M.
pp 1473-1497.

Figura 3. Esquema de los mecanismos de acoplamiento estimulo-secrecion en el
pancreas exocrino. Tomado de: Physiology of The Gastrointestinal Tract; Stimulus-

Secretion Coupling in the Pancreatic Acinus. Yule D.I. y Williams, J.A. pp 1447-1472.

Figura 4. Representacion esquematica del mecanismo propuesto para la
regulacion de la actividad de la adenilato ciclasa (AC). C: subunidad catalitica de la AC.
CT: toxina del colera. Hi: ligandos inhibidores de la AC. Hs: ligandos estimuladores de
la AC. Gi: proteina G inhibidora de la AC. Gs: proteina G estimuladora de la AC. PT:
toxina pertusis. Ri: receptor inhibidor. Rs: receptor estimulador. o.,f,y: complejo a,B,y
the la proteina G respectiva. Tomado de: Handbook of Physiology III. Tha
Gastrointestinal System. Signaling Transduction in Hormone- and Neurotransmitter-

induced enzyme secretion from the exocrine pancreas. Schulz, I.

Figura 5. Representacion esquematica del modelo propuesto para el acoplamiento
de los receptores a la fosfolipasa C (PLC). Tomado de: Handbook of Physiology III.
Tha Gastrointestinal ~System. Signaling Transduction in Hormone- and

Neurotransmitter-induced enzyme secretion from the exocrine pancreas. Schulz, 1.

Figura 6. Grafico que muestra la formacion de IPs tras la estimulacion de acinos

pancreaticos con CCK. Tras la estimulacion se alcanzé un maximo en la formacion de
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actuando. La estimulacion con concentraciones de CCK menores (30 pM) no produjo
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y Williams, J.A. pp 1447-1472.
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(A, By C). En D esté representada la respuesta tipica originada por la estimulacion de
estas mismas células con ACh (50 nM) en raton. Tomado de: Physiology of The
Gastrointestinal Tract; Stimulus-Secretion Coupling in the Pancreatic Acinus. Yule D.I.

y Williams, J.A. pp 1447-1472.

Figura 8. Grafico que muestra la formacion de DG en células acinares
pancreaticas estimuladas por CCK. Tomado de: Physiology of The Gastrointestinal
Tract; Stimulus-Secretion Coupling in the Pancreatic Acinus. Yule D.I. y Williams, J.A.

pp 1447-1472.
METODOS
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Tabla II. Composicion del medio mix buffer empleado para el aislamiento de las

células acinares pancreaticas.

Tabla III. Composicion del medio MJJ empleado para la elaboracion del medio
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experimentos con células acinares pancreaticas aisladas.

Figura 1. Cambios en la fluorescencia emitida por fura-2 (2’5 uM) tras la

realizacion de barridos (300-400 nm, emision a 505 nm) de soluciones conteniendo
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diferentes concentraciones de Ca’" (Kit de Calibracion de Calcio, Molecular Probes

Inc.®).

Figura 2. Representacion grafica de los cambios en la fluorescencia emitida por
fura-2 (eje de ordenadas) frente a las concentraciones de Ca’" de las soluciones
empleadas (eje de abscisas). Los valores han sido transformados y expresados en logo.
El valor que adquiere la variable X cuando Y vale O corresponde a la Kd del fura-2 para

el ion Ca*".

Figura 3. Cambios en la fluorescencia emitida por mag-fura-2 (2’5 uM) tras la
realizacion de barridos (300-400 nm, emision a 510 nm) de soluciones conteniendo

. . 2+
diferentes concentraciones de Mg™".

Figura 4. Cambios en la fluorescencia emitida por mag-fura-2 (2°5 uM) tras la
realizacion de barridos (300-400 nm, emision a 510 nm) de soluciones conteniendo
diferentes concentraciones de Ca®" (Kit de Calibracion de Calcio, Molecular Probes

Inc.®).

Figura 5. Representacion grafica de los cambios en la fluorescencia emitida por
mag-fura-2 (eje de ordenadas) frente a las concentraciones de Ca®" de las soluciones
empleadas (eje de abscisas). Los valores han sido transformados y expresados en logo.
El valor que adquiere la variable X cuando Y vale 0 corresponde a la Kd del mag-fura-2

. 2+
para el ion Ca” .

Figura 6. Esquema empleado para el seguimiento de la fluorescencia en células
aisladas. Consta de una cémara de perfusion atemperada a 37°C mediante la
recirculacion de agua caliente a su alrededor. En su interior y sobre un cubreobjetos
circular se depositan las células acinares pancreaticas, que se perfundiran con diferentes
soluciones también atemperadas. El sistema de perfusion esta colocado sobre la platina

de un microscopio invertido de fluorescencia.

Figura 7. Representacion grafica de los cambios en la fluorescencia emitida por
BCECEF (eje de ordenadas) frente al pH de las soluciones empleadas (eje de abscisas),

en la cubeta de un espectrofluorimetro modelo RF-5001-PC. Los valores de
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fluorescencia se expresan como el ratio de la fluorescencia emitida a ambas longitudes

de onda de excitacion (490/440 nm).

Figura 8. Ejemplo de determinaciéon de variaciones de pH; en suspensiones
acinares. a, periodo basal; b, adicion a la cubeta de CCK-8 10® M; ¢, adicion a la cubeta

de NH4C1 20 mM.

Figura 9. Registro representativo de las variaciones obtenidas en los ratio de
fluorescencia (490/440) en un experimento tipico de calibracion para pH;. Las células
acinares pancredticas aisladas se perfundian sucesivamente con soluciones conteniendo
(en mM): KCI (145), MgCl, (1), CaCl, (1), HEPES (10), D-glucosa (10) y nigericina a

una concentracion de 10 uM. Estas soluciones eran titradas a pH entre 6’4 y 8°0.

Figura 10. Curva de calibracion utilizada para la transformacion de los valores de
fluorescencia de BCECF obtenidos, en valores reales de pH. Cada punto representa la

media = EEM de 57 células en un total de 6 experimentos diferentes.
RESULTADOS

Tabla 1. Variaciones de la [Ca®']; en células acinares pancreaticas de rata en
respuesta a la estimulacién con ACh a las dosis de 10°M, 10°M y 10”M. Los estimulos
eran afnadidos directamente a la cubeta a las concentraciones requeridas. Los resultados

se expresan como la media mas el error estandar de la media.

Tabla II. Variaciones de la [Ca*']; en células acinares pancredticas de rata en
respuesta a la estimulacion con histamina a las dosis de 10°M, 10°M y 107"M. Los
estimulos eran anadidos directamente a la cubeta a las concentraciones requeridas. Los

resultados se expresan como la media més el error estandar de la media.

Tabla IIL. Variaciones de la [Ca®']; en células acinares pancreaticas de rata en
respuesta a la estimulacion con 2-PEA a las dosis de 10°M, 10°M y 10"M. Los
estimulos eran anadidos directamente a la cubeta a las concentraciones requeridas. Los

resultados se expresan como la media més el error estdndar de la media.

.. 2+ , . L.
Tabla IV. Variaciones de la [Ca™ |; en células acinares pancredticas de rata en

respuesta a la estimulacién con dimaprit a las dosis de 10°M, 10°M y 107M. Los
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estimulos eran anadidos directamente a la cubeta a las concentraciones requeridas. Los

resultados se expresan como la media mas el error estandar de la media.

Tabla V. Variaciones de la [Ca®"]; en células acinares pancredticas de rata en
respuesta a la estimulacion con o-metilhistamina a las dosis de 10°M, 10°M y 107M.
Los estimulos eran afadidos directamente a la cubeta a las concentraciones requeridas.

Los resultados se expresan como la media mas el error estdndar de la media.

Tabla VI. Efecto que la estimulacion con diferentes dosis de CCK-8 y ACh
presenta sobre el pHi en las células acinares pancreaticas. Se indica la acidificacion
producida asi como el niimero de células en que se obtuvo respuesta (*** p<0’005

respecto al basal).

Tabla VII. Efecto que la aplicacion de ionomicina y tapsigargina presenta sobre
el pHi en las células acinares pancreaticas, asi como el efecto que la entrada de Ca*"
presenta sobre el pHi tras el tratamiento con TPS (5 uM), CPZ (30 uM) y CCK-8 (10
nM). Salvo indicado, los experimentos se realizaron en medio libre de Ca*". Se indica el

pH; basal y la acidificacion producida (*** p<0’005 respecto al basal).

Figura 1. Registros originales en los que se muestran los cambios producidos en
la [Ca®"]; en acinos pancreaticos de rata tras su estimulacion con ACh 10°M (A), 10°M

(B)y 10"M (C).

Figura 2. Registro tipico que muestra la respuesta producida en la [Ca®"]; tras la

estimulacion de las suspensiones acinares con CCK-8 10°M.

Figura 3. Ejemplo representativo del efecto observado en la respuesta de las
células acinares pancreaticas a la adicion de 10°M de ACh, a las que se les habia

administrado previamente histamina 10°M.

Figura 4. Registros originales en los que se muestran los cambios producidos en
la [Mg*']; en acinos pancreaticos de rata tras su estimulacién con CCK-8 10°M (a),

ACh 10°M (b) e histamina 10™*M (c) en un medio KRH conteniendo 1 mM de Mg2+.

2+ :
]i en diferentes

Figura 5. Conjunto de histogramas que muestran la [Mg

momentos tras la estimulacion de los acinos pancreaticos con CCK-8 10*M, ACh 10°
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°M e histamina 10™*M en un medio KRH conteniendo 1 mM de Mg”*". Los resultados se

expresan como la media + EEM (* p<0’05 con respecto al basal; n=6).

Figura 6. Registros originales en los que se muestran los cambios producidos en
la [Mg2+]i en acinos pancredticos de rata tras su estimulacion con CCK-8 10*M (a),

ACh 10°M (b) e histamina 10*M (c) en un medio KRH nominalmente libre de Mg2+.

2+ .
]i en diferentes

Figura 7. Conjunto de histogramas que muestran la [Mg
momentos tras la estimulacion de los acinos pancreaticos con CCK-8 10*M, ACh 10°
°M e histamina 10™*M en un medio KRH nominalmente libre de Mg*". Los resultados se

expresan como la media + EEM (* p<0°05 con respecto al basal; n=5).

Figura 8. Efecto de la estimulacion con CCK-8 10™M (a) sobre la [Mg2+]i tras la
adicion previa de ACh 10°M (b) e histamina 10™*M (c) a las suspensiones de células

acinares pancreaticas.

Figura 9. Registros de la [Mg®'], en experimentos realizados con la sal

21 mM en el medio

tetrapotasio de mag-fura-2 (2’5 puM) en presencia de Mg
extracelular. La suspensiones acinares se estimularon con CCK-8 10®M (a), ACh 10°M

(b) e histamina 10*M (c).

2+ .
]i en diferentes

Figura 10. Conjunto de histogramas que muestran la [Mg
momentos (120 s. y 300 s.) tras la estimulacion de los acinos pancreaticos con CCK-8
10®*M, ACh 10°M e histamina 10*M en medio KRH conteniendo 1 mM de Mg*". Los
resultados representan la media en valor absoluto como incrementos sobre el basal +

EEM de [Mg*']; (n=5).

Figura 11. Registros de la [Mg*'], en experimentos realizados con la sal
tetrapotasio de mag-fura-2 (2’5 uM) en ausencia de Mg*" en el medio extracelular. La

suspensiones acinares se estimularon con CCK-8 10®M (a), ACh 10°M (b) e histamina

10*M (c).

2+ .
]i en diferentes

Figura 12. Conjunto de histogramas que muestran la [Mg
momentos (120 s. y 300 s.) tras la estimulacién de los acinos pancreaticos con CCK-8

10"M, ACh 10°M e histamina 10*M en un medio KRH nominalmente libre de Mg
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Los resultados representan la media en valor absoluto como incrementos sobre el basal

+ EEM de la [Mg”]; (n=5).

Figura 13. Registros en los que se muestran los cambios producidos en el pH; en
células acinares pancreaticas de rata tras su estimulacion con CCK-8 10*M en medio

conteniendo 1 mM de Ca*".

Figura 14. Registro que muestra los cambios producidos en el pH; en células
acinares pancredticas de rata tras su estimulacion con CCK-8 20 pM en medio

conteniendo 1 mM de Ca*".

Figura 15. Registro que muestra los cambios producidos en el pH; en células
acinares pancredticas de rata tras su estimulacion con ACh 10 pM en medio

conteniendo 1 mM de Ca*".

Figura 16. Registro que muestra los cambios producidos en la [Ca®]; (A) y en el
pH; (B) en células acinares pancreaticas de rata tras su estimulacion con ionomicina 1

1M en medio conteniendo 1 mM de Ca”". Representativo de 4 experimentos.

Figura 17. Registro que muestra los cambios producidos la [Ca*']; (A) y en el pH;
(B) en células acinares pancredticas de rata tras su estimulaciéon con ionomicina 1 uM

en medio libre de Ca>". Representativo de 3 experimentos.

Figura 18. Registro que muestra los cambios producidos en el pH; en células
acinares pancredticas de rata tras su estimulacion con tapsigargina 5 uM en medio

conteniendo 1 mM de Ca*".

Figura 19. Registros que muestran los cambios producidos la [Ca®']; en células
acinares pancreaticas de rata en medio libre de Ca" tras su estimulacion con CCK-8 107
*M (A), TPS 5 uM (B) y CPZ 30 puM (C), asi como el efecto que presenta la reposicion

del ion Ca*" en el medio extracelular.

Figura 20. Registros que muestran los cambios producidos en el pH; en células

acinares pancreaticas de rata cuando el medio de perfusion contenia CCK-8 10°M (A),
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tapsigargina 5 pM (B) y écido ciclopiazénico 30 pM (C) en medio libre de Ca®’,

seguido de un medio que contenia 5 mM de Ca”" (representativos de 3 experimentos).

Figura 21. Registros que muestran los cambios producidos la [Ca®']; en células
acinares pancreaticas de rata tras su estimulacion con CCK-8 10*M en presencia (A) y

ausencia de Ca®"(B) en el medio de perfusion.

Figura 22. Registros en los que se muestran los cambios producidos en el pH; en
células acinares pancreaticas de rata tras su estimulacién con CCK-8 10®*M en medio

libre de Ca*".

Figura 23. Registros que muestran los cambios producidos la [Ca®"]; en células
acinares pancredticas de rata cuando se perfundian con un medio conteniendo
tapsigargina 10 pM (A) y 4cido ciclopiazonico 30 uM (B) en ausencia de Ca*". En las
figuras también se muestra el efecto que presenta la posterior estimulacion con CCK-8

10™M vy la reposicién de Ca>" en el medio de perfusion.

Figura 24. Registros que muestran los cambios producidos en el pH; en células
acinares pancredticas de rata cuando se perfundian con un medio conteniendo
tapsigargina 5 pM (A) 6 acido ciclopiazonico 30 pM (B) en ausencia de Ca'
(representativos de 3 experimentos). En las figuras también se muestra el efecto que
presenta la posterior estimulacion con CCK-8 10°M vy la reposicion de Ca*™ en el medio

de perfusion.

Figura 25. Registros que muestran los cambios producidos en el pH; en células
acinares pancreaticas de rata cuando se perfundian con un medio conteniendo Cl;La 1
mM (A) 6 con un pHy= 8 (B) y la respuesta a una posterior estimulacion con CCK-8 10

8 . ~ e 2+
M. En la soluciones no se anadidé Ca“".

Figura 26. Registro que muestra el efecto producido sobre el pH; en células
acinares pancreaticas de rata cuando se perfundian con un medio conteniendo TPA 10

M, seguida de la estimulacién posterior con CCK-8 10™°M.
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Figura 27. Registro que muestra los cambios producidos en el pH; en células
acinares pancreaticas de rata cuando se perfundian con un medio conteniendo GFX 5

uM, seguido de CCK-8 10°*M.

Figura 28. Registro que muestra el efecto que la modificaciéon del volumen
celular presenta sobre el pH; en células acinares pancredticas de rata. Las células se

perfundian con un medio hipertonico (210 mM CINa) e hipotonico (70 mM CINa).

Figura 29. Registro que muestra el efecto que la perfusion con un medio
conteniendo 50 mM de CIK presenta sobre el pH; en células acinares pancreaticas de

rata, seguido de la estimulacion con CCK-8 10™*M.

Figura 30. Registro que muestra el efecto que la supresion del ion Na™ en el
medio de perfusion (sustitucion por NMDG) presenta sobre el pH; en células acinares
pancreaticas de rata. En esta situacion se solo produce una pequefia respuesta tras la

posterior estimulacion con CCK-8 10*M.

Figura 31. Registro que muestra el efecto que la perfusion con un medio acido
(pHo= 7) presenta sobre el pH; en células acinares pancreaticas de rata, seguida de la

estimulacién con CCK-8 10™®M. Representativo de 3 experimentos.

Figura 32. Registro que muestra el efecto que la aplicacion de un pulso de NH4Cl
30 mM presenta sobre el pH; en células acinares pancreaticas de rata seguida de la

perfusion de las células con CCK-8 10°M. Representativo de 3 experimentos.

Figura 33. Efecto de la perfusion de las células acinares pancreaticas con una

solucion 20 pM de CCK-8 sobre la [Ca®']..

Figura 34. Efecto de la perfusion de las células acinares pancreaticas con una
soluciéon 30 mM de NH4Cl (A), 15 mM de propionato-Na (B) y NMDG (C) sobre el
pHi.

Figura 35. Efecto de la perfusion de las células acinares pancreaticas con una
solucion 30 mM de NH4Cl, sobre el patron oscilatorio de [Ca®]; inducido por la
estimulacion con CCK-8 20 pM.
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Figura 36. Efecto de la perfusion de las células acinares pancreaticas con una
solucién 15 mM de propionato-Na, sobre el patrén oscilatorio de Ca®" inducido por la

estimulacién con CCK-8 20 pM.

Figura 37. Efecto de la perfusion de las células acinares pancredticas con un
medio libre de Na* (sustituido por NMDG), sobre el patron oscilatorio de Ca®" inducido

por la estimulacion con CCK-8 20 pM.

Figura 38. Efecto de los cambios producidos en el pH; sobre la [Ca®']; basal en
las células acinares pancreaticas perfundidas con un medio libre de Na" (sustituido por
NMDG), en medio con y sin Ca’". En cada registro se muestra un control de
movilizacion de Ca®" con CCK-8 10®M (A) o CPZ 30 uM (B). Este registro es

representativo de 4 experimentos.

Figura 39. Efecto de los cambios producidos en el pH; sobre la [Ca®']; basal en
las células acinares pancreaticas perfundidas con propionato-Na 15 mM. Al final del

experimento se aplicé un control de CCK-8 10°M.

Figura 40. Efecto de los cambios producidos en el pH; sobre la [Ca®]; basal en
las células acinares pancreaticas perfundidas con NH4Cl 30 mM en presencia (A) y

ausencia (B) de Ca’" en el medio de perfusion.

Figura 41. Efecto de la aplicacién de un pulso de NH4C1 30 mM sobre la [Ca>'];

cuando las células fueron tratadas previamente con un pulso de NH4ClI en presencia (A)
y ausencia (B) de este ion en el medio extracelular, y con acido ciclopiazonico 30 uM
(un inhibidor de la Ca**-ATPasa del reticulo) en ausencia de Ca®" extracelular (C).
Estos registros son representativos respectivamente de 4, 2 y 3 experimentos

independientes.

Figura 42. Figura que muestra el efecto del tratamiento con propionato-Na 15
mM (A), NH4C1 30 mM (B) y ausencia de Na' en el medio de perfusion (sustitucion de
Na“" por NMDG) (C) sobre la entrada de Ca’" en células acinares pancreaticas

previamente estimuladas por acido ciclopiazénico 30 uM.
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Introduccion

La secrecion de jugo pancredtico, proceso que el laboratorio de Fisiologia de la
Facultad de Veterinaria en Caceres viene estudiando desde su constitucion en 1984, es
el resultado fisiologico de la accion de un elevado numero de mensajeros intercelulares
(fundamentalmente hormonas gastrointestinales como secretina y CCK, vy
neurotransmisores como la acetilcolina y el VIP) que actuan como secretagogos sobre
las células acinares y ductulares pancreaticas. Adicionalmente existen agentes
reguladores que pueden modular la secrecion, entre los que se incluyen histamina,

somatostatina, insulina y factores de crecimiento.

El estudio amplio de los mecanismos de acoplamiento estimulo-secrecion incluye
generalmente observaciones acerca de los receptores de membrana, de los mensajeros
intracelulares y de los efectores. En esta aproximacion consideramos receptores a las
proteinas que inician la respuesta celular tras la uniéon de los mensajeros intercelulares a
su dominio extracelular, y que se localizan en la membrana plasmatica basolateral. Los
mensajeros intracelulares son moléculas informadoras bien de naturaleza fosfolipidica,
o bien nucledtidos ciclicos e incluso iones. Los efectores son los sistemas que, al
activarse por los mensajeros intracelulares, conducen a la fusion de los granulos de
zimégeno con la membrana plasmatica luminal; pueden ser enzimas (proteinas cinasas,

fosfatasas y adenosina trifosfatasas) o canales i0nicos de membrana especificos.

El objetivo de este trabajo de investigacion ha sido determinar el papel que juegan
iones como el Ca*" y el Mg™, y el pH intracelular en la secrecion pancreatica
estimulada por un secretagogo, la CCK, un neurotransmisor, la ACh, y un agente
modulador como es la histamina, mensajeros intercelulares que se sabe utilizan la
misma via de acoplamiento, la via del metabolismo de los inositoles fosfato de

membrana asociado a calcio.

Para ello se han utilizado células acinares procedentes de pancreas de rata wistar,
que se cargaban con biosondas fluorescentes sensibles a las concentraciones

£s . + +
plasmaticas, tanto basales como en respuesta a los secretagogos citados, de Ca®" y Mg®

y al pH.
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Previo al disefio experimental, se realizd una revision bibliografica del estado de
la cuestion, que se fue actualizando a lo largo de los cuatro afios dedicados a desarrollar

nuestra Tesis. Esta revision aparece en esta Memoria bajo el epigrafe “Antecedentes”.

Los métodos empleados se describen ampliamente a continuacion, debido a la
necesidad de una puesta a punto por primera vez en nuestro laboratorio. El resto de la
memoria lo constituyen la exposicion de los resultados obtenidos, la discusion de los

mismos, asi como un breve capitulo dedicado a las conclusiones.
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Antecedentes bibliogrdficos

El pancreas es una glandula tibuloacinar compuesta que estd situada en la region
craneal de la cavidad abdominal. Se localiza detras del estdmago y se extendiende desde
el bazo hasta las asas duodenales. El tejido pancreatico esta recubierto por una fina capa
de tejido conectivo laxo del cual parten septos hacia el interior de la glandula

dividiéndola en pequeios l6bulos.

El aporte sanguineo del pancreas viene dado por las arterias celiaca y mesentérica
craneal; de éstas parten ramas que se subdividiran en pequefios vasos que irrigan al
tejido pancreatico. El drenaje venoso estd a cargo de pequefias venas, satélites al sistema
arterial y que desembocan en la vena porta y en la vena esplénica (Bockman, 1986;

Gorelick y Jamieson, 1987).

El conducto por el que se excretan los productos de secrecion elaborados por las
células pancredticas en la rata, el conducto pancreético-biliar comun, se extiende a lo
largo de la glandula, desembocando en €l los conductos interlobulares que proceden de
unas unidades que reciben el nombre de lobulos pancreaticos. Estos conductos
interlobulares son el resultado de la reunion de unidades mas pequenas que son los
conductos intralobulares y que reciben el contenido que los acinos pancreaticos han
vertido a los conductos intercalares; éstos ultimos se comunican directamente con la luz
del acino pancreatico. Asi, el arbol que forman los conductos pancreaticos y que sélo
representan un 2% del volumen total del pancreas de la rata (Githens, 1988), desempefia
un papel de soporte estructural del tejido pancreatico, ademas de su funcion de

conduccion de las secreciones enzimatica y fluida al duodeno.

El pancreas es una glandula mixta, constituida por una porcion endocrina y una
exocrina, la cual representa la mayor parte del tejido (84%). Los conductos pancreaticos
y vasos sanguineos representan el 4% del volumen total del pancreas, mientras que la
porcion endocrina constituye tan solo el 2% aproximadamente. El resto, un 10%, lo
constituye la matriz extracelular (Gorelick y Jamieson, 1987). Las funciones exocrina y
endocrina las llevan a cabo diferentes grupos de células. Las enzimas digestivas y el
jugo pancreatico son elaborados en las células acinares y ductulares respectivamente y
llegan al duodeno a través del conducto pancreatico, donde participaran en las etapas

finales de la hidrolisis de proteinas, grasas y carbohidratos (Susumu, 1977; Kern, 1986).
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Los conductos pancreaticos, ademds de constituir el sistema de conduccion de las
enzimas digestivas, participan en la elaboracion del jugo pancreatico, contribuyendo con
el componente fluido y electrolitos a la formacion del mismo (Schulz, 1981; Case y

Argent, 1989).

La porcidn endocrina del pancreas estd constituida por los islotes de Langerhans y
se encarga de la fabricacion de hormonas que van a participar en el metabolismo de los
hidratos de carbono. Estos islotes son grupos de células que estan distribuidos por todo
el tejido pancreatico y rodeados por las células exocrinas (Chey, 1986) y los productos

por ellos elaborados entran en la circulacion sanguinea.

Aunque durante mucho tiempo se ha considerado que el pancreas exocrino esta
organizado en verdaderas unidades acinares, y cuando se habla de estructura pancreatica
nos referimos a esta organizacion, hay estudios recientes que cuestionan este concepto y
sugieren que la unidad funcional del pancreas es, tanto desde el punto de vista
morfologico (Brockman, 1978; Akao y cols., 1986) como desde el punto de vista del
acoplamiento eléctrico (Petersen, 1982), de mayor tamafio que el acino de 20 a 50
células que se habia venido considerando tradicionalmente. La comunicacion existente
entre las células del pancreas, por medio de las uniones intercelulares o “gap juntions”,
permite que las sefiales que se han originado en una célula se propaguen al resto de la
poblacion celular. La ventaja de este fendomeno es la posibilidad de que se generen
respuestas secretoras mayores que si s6lamente se estimulase un nimero limitado de

células acinares.
2.1.- El acino pancreatico.

Se considera que la subunidad bésica del pancreas exocrino es el acino,
agrupacion de células secretoras dispuestas alrededor de un espacio o luz acinar y
rodeadas de una matriz de tejido conectivo. Este tejido conectivo se continia con aquel

que rodea el epitelio de los conductos.

La mayoria de las células en el acino la constituye las células acinares, existiendo

un numero reducido de las denominadas células centroacinares que marcan el comienzo
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del sistema de conduccion de la glandula. Al microscopio optico las células acinares

presentan una forma piramidal con el vértice dirigido hacia la luz del acino.
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Figura 1. Micrografia de una seccion de pancreas de cobaya que muestra la estructura
de un acino. En la misma se puede observar el polo apical de las células acinares, rico
en granulos de zimdgeno, y el polo basolateral, conteniendo el RE. Tomado de:
Physiology of The Gastrointestinal Tract; The Pancreatic Acinar Cell: Structure-
Function Relationships. Gorelick F.S. y Jamieson, J.D. pp 1353-1376.
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Dentro de la célula acinar existe un cierto grado de especializacion. Los granulos
de zimo6geno se localizan en el polo apical del citoplasma y su nimero varia en funcion
del grado de desarrollo (Doyle y Jamieson, 1978) y el grado de estimulacion por los
agentes neurohormonales. En el area existente entre el nucleo de la célula, que esta
situado en el polo basal, y el polo apical, que es la zona en la que se distribuye el
complejo de Golgi, tiene un aspecto palido cuando se observa al microscopio oOptico.
Finalmente existe una tercera zona que se caracteriza por ser intensamente basoéfila y
que se localiza en la region basal de la célula, estando ocupada por el reticulo
endoplasmatico rugoso (RER). En el citoplasma también encontramos mitocondrias que
en ocasiones estan “secuestradas” entre los elementos que forman el reticulo y a lo largo
de la membrana celular. Algunas de las vacuolas del complejo de Golgi contienen un
material de densidad intermedia, mientras que existen otras con un contenido similar al
de los granulos de zimo6geno; estos elementos se denominan vacuolas de condensacion
que estan en estadios de transicion dentro del proceso de formacion de los granulos de
zimoégeno. En la figura 1 se detalla una micrografia realizada a un segmento del

pancreas de un cobaya, donde se muestra un acino pancreatico.
2.2.- La célula centroacinar.

La porciéon terminal del conducto intercalar de un acino se prolonga dentro del
mismo de manera que algunas células ductulares se aplanan y se interponen entre
algunas células acinares dentro del lumen acinar. Estas células ductulares localizadas
dentro del acino se denominan centroacinares (Susumu, 1977; Copenhaver y cols.,
1987). Se trata de células de tamafo inferior al de las células acinares (Ekholm y cols.,
1962) que presentan una reducida cantidad de citoplasma y ausencia relativa de
granulos de zimdgeno, un pequeiio complejo de Golgi y un reducido niimero de
cisternas de RER. Las mitocondrias son grandes y abundantes y tienden a ser elongadas.
Tras la realizacion de distintos estudios se ha aceptado que su funcion es la de participar

en la secrecion fluida y de electrolitos (Githens y cols., 1992).
2.3.- Los conductos pancreaticos.

Los conductos pancreaticos son un sistema ramificado de tubos a lo largo y ancho

de toda la glandula y terminan en las asociaciones de células exocrinas que hemos
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denominado acinos pancredticos. Solamente representan el 2% del volumen total del

pancreas y presentan tres funciones principales:
. soporte estructural para la porcidn acinar.

. sistema de conducciéon de las enzimas digestivas y demas
componentes secretados por las células acinares (Case y Argent,

1989).

. representan la porcion responsable de la secrecion de bicarbonato y

otros iones y fluido (Schulz, 1981).

La estructura de las células ductulares es bastante similar a la de las células
centroacinares, pero a diferencia de las células acinares su citoplasma aparece como
vacio, con pocas mitocondrias, un pequeio complejo de Golgi y una pequeiia cantidad
de RER. Finalmente, mientras que la membrana lateral de las células centroacinares es
practicamente lisa, las células de los conductos intralobulares presentan
interdigitaciones (Kern, 1986). En la figura 2 se muestra un diagrama esquematico del
arbol que forman los conductos pancredticos, asi como una micrografia al microscopio
electrénico de un l6bulo pancreatico donde se puede apreciar la disposicion de estos

conductos.
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Avino

Conducta intercalar

Conduclo pancredtico- biliar comin Conducto intralobular

Figura 2. A. Esquema que muestra el arbol formado por los conductos pancreéticos en
la rata, ratobn y hamster. B. Micrografia al microscopio electronico que muestra una
imagen de un lobulo pancreatico (A) con sus conductos intercalados (flecha). Tomado
de: Physiology of The Gastrointestinal Tract; Pancreatic Ducts: Cellular Mechanism

and Control of Bicarbonate Secretion. Argent, B.E. y Case, R.M. pp 1473-1497.
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2.4.- Control de la secrecion pancreatica exocrina.

La secrecion pancreatica exocrina estd controlada por medio de factores nerviosos
y humorales que van a coordinar la actividad secretora del pancreas. Estos factores, que
se han denominado primeros mensajeros, actuan sobre sus receptores localizados en la
membrana de las células pancreaticas activandolas y generando sefales intracelulares
que conducen a toda una cadena de acontecimientos bautizada con el nombre de
acoplamiento estimulo-secrecion que, en Ultima instancia, desencadenan una respuesta
celular. Estos primeros mensajeros interactiian entre si pudiendo tener funciones tanto
estimuladoras como inhibidoras, asi como moduladoras, de la secreciéon pancreatica

exocrina.
2.4.1.- Control nervioso.

La inervacién del pancreas tiene dos implicaciones importantes en la fisiologia de
la glandula. La primera es la regulacion de la secrecion pancredtica y la segunda tiene
relacion con la patogénesis del dolor, caracteristica en los procesos de inflamacion y

carcinogénesis.

Su inervacion es compleja, recibiendo aferencias nerviosas de distinto origen y
tipo. Las fibras nerviosas que inervan el pancreas son fundamentalmente parasimpaticas
(Richens, 1945; Holst, 1986) pero también, aunque en menor medida, recibe fibras
nerviosas simpaticas (Pearson y Singh, 1983; Pearson, y cols., 1984). Estas aferencias
constituyen fibras procedentes del nervio vago y de los nervios esplacnicos. Los lugares
en que se localizan las terminaciones nerviosas pueden concretarse en vasos sanguineos,

células acinares pancredticas, células ductulares e islotes de Langerhans.
2.4.1.1.- Colinérgico.

Numerosos estudios “in vivo” han revelado la importancia de la actuacion de
agentes colinérgicos sobre la secrecion pancredtica exocrina. El nervio vago es el
principal elemento colinérgico que actiia sobre esta glandula. Debas y Yamagishi (1978)
revelaron que existen arcos reflejos que conectan el antro del estdbmago con el pancreas.
La seccion del tronco del vago y la administracion de atropina reducen e inhiben,

respectivamente, la secrecion de proteinas y bicarbonato. Pero este fenomeno varia de
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unas especies animales a otras, existiendo diferente sensibilidad a la administracion de
atropina (Case y Argent, 1989) y también diferencias en cuanto a la mayor 6 menor
concentracion de proteinas y bicarbonato en la secrecion producida ante el estimulo
vagal (Salido y cols., 1982). En otros estudios, realizados en ratas anestesiadas, la
estimulacion eléctrica del nervio vago induce la secrecion de proteinas de una manera
similar a como lo produce la estimulacion por colecistocinina (CCK) (Camello y cols.,

1993).

La importancia del sistema nervioso parasimpatico en el control de la secrecion
pancreatica exocrina se refleja en la localizacion de receptores muscarinicos en las
células acinares. Estos parecen dividirse en la rata en dos clases, una de alta afinidad
(aproximadamente del orden de micromolar -uM-) y otra de baja afinidad (unas 10
veces menor) (Larose y cols., 1981; Williams y cols., 1989). Se cree que los receptores

son del tipo denominado M2 (Louis y Owyang, 1986).
2.4.1.2.- Adrenérgico.

Ademas de la actuacion de fibras nerviosas colinérgicas sobre el pancreas
exocrino se ha descrito otro tipo de inervacion de la glandula y que corre a cargo de
factores catecolaminérgicos. Diferentes autores han revelado que la seccidon de los
nervios esplacnicos conduce a un incremento en la secrecidn, mientras que su
estimulacion la inhibe (Holst, 1986; Solomon, 1987; Walsh, 1987). Por tanto se acepta

que estas fibras nerviosas tienen un efecto fundamentalmente inhibidor.

En condiciones de estrés, la secrecion del factor de liberacion de corticotropina en
el sistema nervioso central (SNC) estimula las fibras nerviosas simpaticas y conducen a
la liberacion de norepinefrina (Lenz y cols., 1992; Messmer y cols., 1993), y en
consecuencia se produce una disminicidn en la secrecion pancreatica. Este fendmeno es
probablemente debido a una reduccion en el flujo sanguineo aportado a la glandula, ya
que estudios histoquimicos han revelado la presencia de terminaciones adrenérgicas

predominantemente asociadas a las estructuras vasculares del pancreas.

Sin embargo, la administracion de agonistas adrenérgicos ha conducido a la

obtencion de resultados muy dispares. Algunos investigadores no encuentran efecto
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alguno (Kanishi y cols., 1990), mientras que otros atribuyen a los receptores ol un
papel inhibidor (Varga y cols., 1990) y a los B1 un efecto estimulador, efecto que se ha
postulado podria estar mediado por la via de la adenosina 3°,5’- monofosfato ciclica
(AMPc) (Pearson y cols., 1984; De Dios y cols., 1987). Estos y otros estudios han
puesto de manifiesto el papel potencial del sistema nervioso simpatico sobre la
regulacion de la secrecion pancredtica pudiendo influir tanto la secrecion fluida como la

de enzimas (Pearson y cols., 1984).

Finalmente, otros agentes presentes en las fibras catecolaminérgicas, como la
dopamina, han demostrado presentar efectos diversos en funcion de la especie de que se

trate (Solomon, 1987).
2.4.1.3.- Inervacion petidérgica.

Junto con la inervacion del sistema nervioso simpatico y parasimpatico existen
evidencias acerca de la presencia de fibras nerviosas peptidérgicas que podrian
participar en el control de la secrecién pancredtica exocrina. Entre los péptidos que se
ha sugerido que presentan acciones sobre la secrecion pancredtica se encuentra la
somatostatina, encefalina, péptido intestinal vasoactivo (VIP) o sustancia P (Dockray,
1987) y su accidn parece ser mas bien indirecta; asi por ejemplo la encefalina inhibe la
secrecion modulando las rutas colinérgicas (Louie y cols., 1988) o la liberacion de

secretina como es el caso de la somatostatina (Kuvshinoffy cols., 1993).
2.4.2.- Control humoral.

Se ha considerado a la secretina y a la CCK como las principales hormonas que
regulan las respuestas del pancreas exocrino a la comida. La llegada del contenido acido
gastrico (quimo) al duodeno conduce a la liberacion de estas hormonas por parte de
células especializadas del sistema APUD que se localizan en la mucosa duodenal (Chey,

1986).
2.4.2.1.- Secretina y péptidos relacionados.

Esta hormona intestinal constituye el mas potente y eficaz agente estimulador del

flujo pancreatico y de la secrecion de bicarbonato en todas las especies en que se ha
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probado. En el organismo existe un grupo de hormonas peptidicas con homologia
estructural similar, lo que ha dado lugar a la denominada familia de la secretina,

constituida por secretina, VIP, glucagon y péptido histidina-isoleucina (PHI).

La secretina es un péptido que presenta dos formas moleculares (27 y 30
aminoacidos) y esta presente en el sistema nervioso y en las células endocrinas del
duodeno y yeyuno (O’Donohue y cols., 1981). Este péptido se aisld y caracterizd en

segmentos proximales del intestino delgado del cerdo (Jorpes y Mutt, 1961; 1962).

Los estimulos para su liberacién a la circulacion sanguinea general durante el
proceso de digestion son los acidos y alcalis (Garcia, 1989), los productos de hidroélisis
de las grasas (Tranberg y cols., 1985) y la bilis (Hansen, 1980). La secretina actiia sobre
el pancreas exocrino produciendo principalmente un incremento en la secrecion fluida y
en la de enzimas, presentando estas dos respuestas diferencias interespecificas (Case y
Argent, 1989). Se ha aceptado que sus efectos fundamentalmente se presentan sobre las
células ductulares y en menor medida sobre las células acinares pancreaticas,
conduciendo al incremento en los niveles citoplasmaticos de adenosina 3°,5’-
monofosfato ciclica (AMPc) (Jensen y Gardner, 1981). En estas ultimas, las células
acinares pancreaticas, se han descrito varios receptores para esta hormona. En el caso de
la rata se ha llegado a describir hasta 4 tipos de receptores con diferente afinidad
(Bissonnette y cols., 1984). Igualmente las células ductulares pancreaticas presentan

receptores para esta hormona (Case, 1978).

El péptido intestinal vasoactivo (VIP) es un péptido constituido por 28
aminoacidos que estd presente en intestino, pancreas, glandulas salivales y sistemas
nerviosos central y periférico (Dockray, 1987). Los factores que estan implicados en su
liberacion parecen ser principalmente impulsos nerviosos, constituyendo un importante
factor en la respuesta vagal de algunas especies como el cerdo (Chey, 1986). También
puede ser liberado en respuesta a algunos productos de la digestion (Schaffalizky y
cols., 1977). Sus acciones se concretan en un efecto vasodilatador periférico y, en el
pancreas exocrino, producir una respuesta secretora tanto de la fraccion fluida del jugo
pancreatico como de la enzimatica (Gardner y Jensen, 1987). Sus receptores se localizan

en la membrana celular y puede unirse también a los de la secretina, aumentando la
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secrecion de enzimas a través de una elevacion en el nivel de AMPc intracelular

(Williams y cols., 1989; Swandito y cols., 1989).

El glucagén es una hormona implicada en el metabolismo de los hidratos de
carbono y es secretado por las células a de los islotes de Langerhans. Se ha encontrado
que la administracion de grandes dosis de glucagén inhibe la secrecion pancreatica
inducida por la comida o por la perfusion intestinal de aminodcidos o acido clorhidrico
(Pincus y cols., 1948). En otros estudios sus efectos se concretaban en la inhibicion
tanto de la secrecion pancredtica de fluidos como de enzimas estimulada por secretina o

CCK (Kato y cols., 1983; Chey, 1986).

El péptido histidina-isoleucina (PHI) presenta sobre la secrecion pancreatica
efectos similares a los del VIP (Holst, 1986; Dockray, 1987) y se distribuye por
neuronas en las que también se localiza el VIP. Se une también a su mismo receptor, si

bien con menor afinidad (Williams y cols., 1989).
2.4.2.2.- Colecistocinina (CCK).

La CCK es un péptido originariamente aislado y purificado en intestino delgado
de cerdo. Es una hormona de la que se han descrito numerosos tipos moleculares (8, 12,
21, 33, 39 y 58 amino acidos) y se localiza en células distribuidas por todo el intestino
delgado y neuronas del sistema nervioso central y periférico (Walsh, 1987). En estudios
posteriores se puso de manifiesto que una parte de su molécula, el heptapéptido C-
terminal, poseia por completo la actividad biologica de la hormona y que el octapéptido
C-terminal, por si mismo, tenia una eficacia diez veces mas potente que la CCK (Jensen

y cols., 1980).

Sus efectos sobre el pancreas exocrino se resumen en provocar fundamentalmente
un incremento en la secrecion de enzimas, presentando algunas diferencias
interespecificas en cuanto a su capacidad de estimular la secrecion de hidromineral:
mientras que en la rata hay una clara respuesta en la secrecion fluida, en el gato es casi
nula (Case y Argent, 1989). Ademas presenta otras acciones entre las que se encuentran
promover alteraciones en la sintesis de proteinas (Perkins y cols., 1991), efectos troficos

(Gasslander y cols., 1990) y, a concentraciones elevadas, puede estimular la adenilato
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ciclasa (AC) pancreatica (Gardner y Jensen, 1981), elevando la concentracion de AMPc

(Gardner y cols., 1983).

Las respuestas pancredticas a la CCK se deben a la presencia de receptores de
membrana de los cuales se han descubierto al menos dos tipos, existiendo datos que
permiten adelantar la existencia de al menos un tercer tipo (Yu y cols., 1990; Menozzi y
cols., 1991). Un tipo de receptor tiene una alta afinidad por la hormona (del orden de
picomolar), pero su capacidad total de unién es menor que la del otro tipo, que presenta
en cambio una afinidad bastante baja (del orden de nanomolar) (Lee y cols., 1987;

Williams y cols., 1989; Menozzi y cols., 1991).

La CCK actua en las células acinares pancredticas activando la hidrolisis del
fosfatidilinosotol 4-5 bifosfato (PIP,) de membrana, conduciendo a la produccion de
inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) que va a movilizar el calcio (Ca®") intracelular (Putney,
1988; Berridge e Irvine, 1989). Esta ruta intracelular es la que se considera ligada a la
activacion de los receptores de alta afinidad, mientras que los de baja afinidad podrian
participar en la aparicion de respuestas observadas a dosis no fisioldgicas (“inhibiciéon”
de la secrecion a dosis supramaximas, incremento en la captacion de glucosa, estimulo
de la AC,...) (Williams y cols., 1989). Esta idea se ha visto reforzada con el uso de
analogos sintéticos de la CCK, que tienen la capacidad de unirse a los receptores de alta
afinidad, funcionando como antagonistas de los de baja afinidad. Estos compuestos
(JMV-180 y Boc[NIe28-Nle31]-CCK-7) han demostrado ser estimulantes de la
secrecion enzimatica y de cambios en la concentracion de calcio libre citoplasmatico
([Ca*'])) similares a los obtenidos con dosis fisiologicas de CCK (Matozaki y cols.,

1990; Lignon y cols., 1990).

Existe un péptido con semejanza estructural similar a la CCK que es la gastrina
(presentan en comun el mismo octapéptido C-terminal). Este péptido estd presente en el
intestino delgado, ademas de en las células G del antro pilorico (Walsh, 1987). Sus
efectos sobre la secrecidn pancredtica exocrina son similares a los de la CCK, pero
presenta menor potencia (Stening y Grossman, 1969). Los receptores a los que se une
son los mismos que los de la CCK, pero con una afinidad 1000 veces menor (Gardner y

Jensen, 1987).
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2.4.2.3.- Otras hormonas y factores reguladores.

Hay muchos otros péptidos y factores que han revelado tener efectos sobre la
secrecidn pancredtica exocrina, pero se conoce poco acerca de su significacion
fisiologica en la regulacion de la secrecion. Pueden clasificarse en estimulantes e

inhibidores.

La bombesina es un péptido que se aisld inicialmente de la piel de los anfibios y
tiene en los mamiferos analogos estructurales (como el “gastrin releasing peptide” o
GRP) distribuidos por neuronas y células endocrinas del sistema gastrointestinal, entre
ellas fibras nerviosas intrapancreaticas (Solomon, 1987). En las células acinares
pancreaticas se han descrito receptores para este péptido con una afinidad del orden de
nanomolar (Williams y cols., 1989). En la rata y otras especies el GRP tiene efectos
estimuladores sobre la secrecion enzimatica, debido en parte a su capacidad liberadora

de gastrina (Solomon 1987).

Otro péptido, la neurotensina, se ha revelado como inhibidor de la secrecion
pancreatica basal en la rata, pero no parece alterar las respuestas a la administracion de
CCK o secretina (Hamosh y cols., 1975). En otras especies, como el hombre y el perro,
tiene un efecto estimulador de la secrecion pancreatica (Brugge y cols., 1987;
Hildebrand y cols., 1990), y sus niveles plasmaticos se incrementan tras la infusion

intestinal de acidos grasos.

La motilina se localiza principalmente en el duodeno y el yeyuno y también, como
otras hormonas peptidicas, en el SNC. (Polak y cols., 1975). En perro la motilina inhibe
la secrecion de bicarbonato en respuesta a la secretina, por el contrario estimula
débilmente la secrecion de enzimas digestivas. Posteriormente Konturek (1976) y cols.
observaron que la administracion intravenosa de motilina inducia una estimulacion
dosis-dependiente en la secrecion de enzimas y bicarbonato. Los autores citados han
propuesto que la motilina puede ser el principal estimulo fisioldégico de la secrecion

pancreatica interdigestiva.

El polipéptido pancreatico (PP), el neuropéptido Y y el péptido YY son un grupo

de agentes inhibidores de la secrecion pancreatica con estructura similar y que estan
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presentes en el pancreas, cerebro y neuronas intestinales respectivamente (Dockray,
1987; Walsh, 1987). Se liberan en respuesta a los productos de la digestion de los

lipidos en el intestino.

La somatostatina también es una hormona reguladora de la secrecion pancreatica.
Sus niveles plasmaticos se incrementan tras la ingestion de alimento (Layer y cols.,
1993). Presente, ademas de en el hipotdlamo, en las células D del intestino y en los
islotes de Langerhans, y en neuronas del sistema nervioso periférico (Walsh, 1987),
posee receptores en la membrana de las células acinares pancreaticas (Taparel y cols.,
1985). Su efecto sobre el pancreas exocrino es la inhibicion de los componentes fluido y
enzimatico de la secrecion en respuesta a distintos secretagogos como la CCK o la
secretina, ademas de inhibir la secrecion de estos péptidos (Solomon, 1987; Shiratori y

cols., 1991).

En las células acinares de cobaya se han descrito receptores para la sustancia P,
que esta presente en el intestino y en otros tejidos. Presenta efectos estimuladores de la
secrecion pancreatica (Gardner y Jensen, 1987). Ademas de poder unirse a los
receptores de la bombesina, parece inhibir competitivamente las respuestas a la CCK y a
la secretina (Sjodin, 1985). Su efecto estimulante estd asociado a la movilizacion del

calcio intracelular (Gardner y Jensen, 1987).

La quimodenina es un péptido aislado del dudeno de cerdo que estimula la
secrecion de quimotripsina sin aumentar la secrecion de lipasa (Adelson y Rothman,
1975). Este hecho sugurié que una serie de hormonas peptidicas del intestino pudiesen

controlar selectivemente la secrecion de enzimas digestivas (Meyer, 1981).

Debido a que en la masa pancreatica se exocrina se entremezclan las células de la
porcién endocrina, existe una gran controversia respecto al efecto que la insulina podria
presentar sobre la secrecion pancreatica exocrina. Bruzzone y cols., (1984) han
observado que la insulina inhibe la secrecion basal y la estimulada por ceruleina en el
pancreas perfundido de rata. Sin embargo Kanno y Saito (1976) demostraron en la
misma especie que la insulina potencia la accion de la CCK sobre la secrecion de

amilasa tanto “in vivo” como “in vitro”. Singh en 1985 comunic6 que la insulina no
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afecta a la secrecién basal en segmentos pancredticos de raton, pero si potencia la

secrecion estimulada por ACh.

La histamina es otro factor que ha demostrado presentar actividad secretagoga
sobre el pancreas exocrino. Se trata de una hormona paracrina ampliamente distribuida
en el tracto gastrointestinal de varias especies animales, incluido el hombre (Lorenz y
col., 1969, 1973), y es liberada en altas concentraciones en el jugo pancreatico tras la
estimulacion de la glandula (Lorenz y col., 1968), presentando efectos secretagogos
sobre el pancreas de varias especies tanto “in-vivo” como “in-vitro” (Tankel y col.,
1957; Iwatsuki y col., 1981; Pariente y col., 1989; Alcén y col., 1995; Lajas y col.,
1995). A pesar de sus efectos secretagogos sobre el pancreas exocrino, sus mecanismos
de acoplamiento estimulo-secrecion aun no estan totalmente clarificados (Pariente y
col., 1991; Murillo y col., 1992; Lajas y col., 1995). Este efecto estimulador parece estar
ligado a los receptores H1, mientras que la activacion de los H2 tiene resultados

inhibidores (Pariente y cols., 1990a; 1990b; 1991).

Estudios realizados en diferentes tipos celulares han demostrado que la activacion
de los receptores tipo H1 de la histamina conducen a un incremento en la [Ca®*']; como
se ha descrito en células endoteliales (Diarra y Sauvé, 1992) o en células de médula
adrenal de rata (Warashina 1992). De igual manera se han descrito acciones de la
histamina mediadas a través de la via del AMPc, en estudios realizados sobre células
gastricas de cobaya (Cheret y col., 1984), hombre (Sarem-Aslani y col., 1992), en
cultivos celulares de cerebro de rata (Agulld y col., 1990) y en glandula submandibular

de cobaya (Saeki y col., 1981).

Los factores de crecimiento son polipéptidos que participan en la regulacion de
procesos como el crecimiento, la replicacion y la diferenciacion celular. Su presencia en
la circulacion sistémica les permite actuar como reguladores del metabolismo celular.
También podrian actuar localmente como reguladores (autocrinos o paracrinos) de las

funciones celulares (Canalis, 1992).

Por lo general, la interaccion de los factores de crecimiento con sus receptores
conduce a la activacion de la via de las tirosinas cinasas (Carpenter, 1987)

desencadenando toda una serie de reacciones en cadena que van a resultar en la
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estimulacion del intercambiador Na'/H', la estimulacion de la fosfolipasa C y una
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elevacion en la concentracion de Ca®” libre citoplasmatico. También se ha encontrado
una elevacion en los niveles de calmodulina activada en respuesta a la movilizacion de
2+ .. . P .
Ca”’, proceso que coincide temporalmente con los procesos previos a la sintesis de
ADN (Chafouleas y cols., 1984). Los factores de crecimiento también estimulan cinasas

activadas por mitogenos (MAP cinasas) (Saltiel y Ohmichi, 1993; Reddy, 1994).

Esta bien establecido que el factor de crecimiento epidermal (EGF), el “insulin-
like growth factor” (IGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) desempefian
importantes papeles en los procesos de proliferacion y diferenciacion celular (Mossner y
cols., 1985; Ponnysegur y cols., 1985; Iwashita y Kobayashi, 1992), pero las respuestas
del pancreas exocrino a los factores de crecimiento no son muy claras. En diversos
estudios se ha descrito la existencia de receptores para factores de crecimiento en las
células acinares pancreaticas, cuya activacion podria conducir a la secrecion de amilasa,
probablemente en relacion con la via del Ca*" intracelular (Logsdon y Williams, 1983;

Chandrasekar y Kork, 1991; Stryjek-Kaminska y cols., 1993; Lajas y cols., 1996).

El aumento en la actividad de las tirosina cinasas celulares podria interactuar con
otras cinasas implicadas en las vias clasicas de acoplamiento estiumulo-secrecion (via
del AMPc y via Ca®"-inositoles fosfato). A pesar de que no se ha demostrado que la via
de la tirosina cinasa esté implicada directamente en la via del AMPc, existen evidencias
experimentales sobre el hecho de que tirosina cinasa y AMPc actlan sinérgica y
competitivamente en varias respuestas celulares (Iwashita y Kobayashi, 1992) y, por
otro lado, el incremento en la actividad tirosina cinasa induce un aumento en la
produccion de fosfatidilinositol 4-fosfato (PI4-P) (Conway y cols., 1991). Asi pues,
previsiblemente los factores de crecimiento y otras sustancias con actividad tirosina
cinasa podrian modular las respuestas del pancreas exocrino a secretagogos que actien
por diferentes vias de acoplamiento estimulo-secrecion e incluso podrian promover por
si mismas secrecion de jugo pancreético, hechos que en este momento no estdn muy

claros.
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2.5- Acoplamiento estimulo-secrecion en el pancreas exocrino.

Los agentes fisiologicos que presentan efectos sobre la secrecion pancreatica
interaccionan inicialmente con sus receptores situados en la membrana celular
(Williams y cols., 1989). Todos aquellos acontecimientos que suceden con posterioridad
a la ocupacion de los receptores y que conducen a la secrecion tanto de proteinas como
de iones se han bautizado con el nombre de acoplamiento estimulo-secrecion, un
término que fue empleado por primera vez en 1961 cuando Douglas estudiaba el papel
del calcio en los procesos de secrecion en células cromafines (Douglas y Rubin 1961),
los cuales se basaron en el término acoplamiento excitacion-contraccion que Sandow en
1952 describié para aquellos fenomenos que sucedian en la contraccion muscular

(Ebashi, 1991).

Aunque el término fue originariamente aplicado al papel que el ion Ca®"
presentaba como mediador de las respuestas secretoras en las células cromafines, hoy en
dia es usado en un sentido mas amplio. El acoplamiento estimulo-secrecion esté
intimamente relacionado con el término de mensajeros intracelulares o segundos
mensajeros. Ademas, el descubrimiento de este mecanismo dio origen a la definicion de
mensajero: la hormona o neurotransmisor, que son la sefial extracelular, serian los
primeros mensajeros encargados de promover la respuesta celular mediante la
generacion de sustancias intracelulares o segundos mensajeros que, a su vez,
desencadenan una respuesta actuando sobre otros compuestos denominados “efectores”.
Asi, para mejor operatividad es util dividir el acoplamiento estimulo-secrecion
considerando sefiales de transmembrana (o transmembranosas), mensajeros

intracelulares y efectores.

Utilizando la secrecion de amilasa para el estudio de las respuestas en
preparaciones de células acinares, tras la administracion de agonistas y antagonistas, se
ha podido detectar la presencia de receptores especificos en las células acinares
pancreaticas. Estas indagaciones han sido confirmadas por estudios que emplearon estos
ligandos pero marcados radiactivamente. Las células acinares de distintas especies
presentan en su membrana receptores para las hormonas CCK y secretina y
neurotransmisores como noradrenalina, VIP y especialmente ACh (Case, 1984; Schulz

y Stolce, 1980; Pearson y cols., 1981; Petersen, 1982; Singh y Pearson, 1984; Williams,
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1984; Williams. y Hootman, 1986; Case y Argent, 1989). También se han descrito
receptores para otros péptidos como la bombesina (GRP) (Deschodt-Lanckman y cols.,
1976; Ashton y cols., 1990; 1991) y la sustancia P (Jensen y Gardner, 1987; Ashton y
cols., 1990), los cuales pueden actuar como secretagogos aunque su significado

fisioldgico esta menos claro.

Existen otros factores que podrian modular la secrecion pancreatica como la
insulina, el factor epidermal de crecimiento (EGF), el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF), la somatostatina (Jensen y Gardner, 1981; Singh, 1983; Hootman y
Williams, 1987). Estos agentes interaccionan inicialmente con sus receptores

especificos localizados en la membrana celular (Gardner y Jensen, 1986).
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Figura 3. Esquema de los mecanismos de acoplamiento estimulo-secrecion en el
péancreas exocrino. Tomado de: Physiology of The Gastrointestinal Tract; Stimulus-

Secretion Coupling in the Pancreatic Acinus. Yule D.I. y Williams, J.A. pp 1447-1472.
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Todos estos receptores, salvo los de la insulina y los factores de crecimiento,
pertenecen a una familia caracterizada estructuralmente por la presencia de siete
dominios hidrofobicos localizados en el espesor de la membrana celular vy,
funcionalmente, por su interaccion con proteinas ligadoras de nucledtidos de guanina
(proteinas G) (Wess y cols., 1990; Houslay, 1992). Los segmentos asi localizados en la
membrana celular pueden formar un bolsillo para la union de moléculas pequeiias como
la ACh, mientras que los extremos amino y los bucles externos pueden ser también
importantes cuando interaccionan con los diferentes péptidos. El bucle citoplasmatico
que se proyecta entre los dominios quinto y sexto se cree que interacciona con la
proteina G apropiada, mientras que los residuos de treonina y serina, localizados en el
extremo carboxilo terminal y que pueden ser fosforilados, podrian estar implicados en
procesos de regulacion del receptor tales como desensibilizacion y “down-regulation”.
En la figura 3 se detalla un representacion esquematica de los mecanismos de

acoplamiento estimulo-secrecion en las células acinares pancreaticas.
2.5.1.- Seiiales de transmembrana.
2.5.1.1.- Proteinas G.

Los receptores de los secretagogos en las células pancreaticas son los encargados
de llevar una informacion hacia el interior celular mediante la interaccion con
heterotrimeros ligadores de GTP, las proteinas G. Estas proteinas se localizan en la cara
interna de la membrana plasmatica y etan constituidas por tres subunidades
denominadas a, B y y. Las dos ultimas normalmente se presentan como complejo By

(Birnmbaumer, 1990; Simon y cols., 1991).

Su descubrimiento tuvo lugar a lo largo de la década de los afios 70, en el
transcurso de las investigaciones que trataban de profundizar en el conocimiento de la
via del AMPc. Las proteinas G comunican la activacion del receptor de membrana a la
adenilato ciclasa (AC), incrementando su actividad para aumentar la concentracion de
AMPc en el citoplasma. Tras los descubrimientos iniciales, se encontraron proteinas G
implicadas en el proceso de inhibicién de la via del AMPc ejercido por algunos
receptores. Asi, las proteinas G que regulan la AC se han clasificado en estimulantes

(Gs) e inhibidoras (G;i), basdndose en la existencia de diferentes subunidades a, o y a,
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que pueden también ser distinguidas sobre la base de su sensibilidad a las toxinas del
coOlera y pertusis. Estas toxinas actuan catalizando la ribosilacion (ADP-ribosilation) de

las subunidades a; y a; respectivamente.

Tras ello se fueron clasificando, desde un punto de vista funcional y bioquimico,
en distintos tipos (transducina o Gy, Go, Gi, G, 0 Gg, Gs,...) (Spiegel, 1990). Con el
clonaje de genes se han descubierto diferentes tipos de cada una de las tres subunidades
(o, By v) que pueden formar diferentes combinaciones (las subunidades 3 y y, con una
alta homologia, se combinan con distintas subunidades a, que le dan la “identidad” a la
proteina G) (Kaziro, 1990). Asi, es posible que en una misma célula se expresen varios
genes, originando una serie de distintas proteinas G que modulen la respuesta a distintos
receptores. Ademas, un mismo receptor puede funcionar con mas de una proteina G
(cada una con una mision distinta) y viceversa, una proteina G puede estar asociada a

mas de un receptor y/o respuesta celular (Birnbaumer, 1990).

Estudios recientes han permitido avanzar en el conocimiento que se tiene sobre la
subunidad o; se han podido clonar hasta 30 cDNAs (Simon y cols., 1991). En funcién
de su homologia estructural se dividen en diferentes clases: la familia de las Gs, que
contiene a las G olfatorias; la familia de las Gj, que contiene a las G, y una proteina G
muy abundante en el cerebro; y una famila nueva que se ha denominado Gy y que
comprende dos miembros llamados Gog y Gaii, que estan ampliamente distribuidos y

carecen de un lugar sensible a la toxina pertusis (Strathmann y Simon, 1990).

Las proteinas G mejor estudiadas hasta la fecha son la G; (activadora de la AC),
G;j (inhibidora de la AC), transducina (activadora de la fosfodiesterasa de GMPc) y Go

(cuya funcion atin no se conoce exactamente).

El modelo generalmente aceptado para la activacion de las proteinas G se basa en
la presencia en la subunidad a de un punto que une nucleétidos de guanina, el cual, en
estado de reposo, estd ocupado por GDP. Como consecuencia de su activacion la
subunidad a del heterotrimero se disocia del complejo Py y activa a su efector. El
sistema funciona como amplificador de las senales, ya que la vida media del complejo
GTP-a es mucho mayor que la del complejo hormona-receptor; la subunidad o unida a

GTP regula entonces la actividad del efector apropiado a cada caso. Debido a la
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presencia de actividad GTPasa intrinseca de este complejo, el GTP se hidroliza a GDP
con lo que la subunidad a ahora inactiva se reasocia al complejo By terminando su
activacion (Cockroft y Stutchfield, 1988). Asi, es la subunidad o la que reconoce al
efector. En la figura 4 se representa esquematicamente el mecanismo propuesto para la

regulacion de la actividad de la adenilato ciclasa a través de las proteinas G.
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Figura 4. Representacion esquematica del mecanismo propuesto para la regulacion de
la actividad de la adenilato ciclasa (AC). C: subunidad catalitica de la AC. CT: toxina
del colera. Hi: ligandos inhibidores de la AC. Hs: ligandos estimuladores de la AC. Gi:
proteina G inhibidora de la AC. Gs: proteina G estimuladora de la AC. PT: toxina
pertusis. Ri: receptor inhibidor. Rs: receptor estimulador. a,B,y: complejo o,f,y the la
proteina G respectiva. Tomado de: Handbook of Physiology III. The Gastrointestinal
System. Signaling Transduction in Hormone- and Neurotransmitter-induced enzyme
secretion from the exocrine pancreas. Schulz, 1.
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En las células acinares pancredticas el VIP, la secretina y la CCK a elevadas
concentraciones activan la adenilato ciclasa, mientras que la somatostatina inhibe la
accion del VIP. La toxina del colera imita la accion del VIP y la secretina para activar la
AC, mientras que la toxina pertusis bloquea la accidon de la somatostatina para inhibir la

AC, indicando el concurso de proteinas G y Gj respectivamente.

Recientemente se ha demostrado que los receptores ligados a la movilizacion del
Ca®* (los de la CCK vy los receptores muscarinicos de la ACh) estan funcionalmente
acoplados a la PLC mediante distintas proteinas G (Schnefel y cols., 1988; Matozaki y
cols., 1989).

La complejidad de las proteinas G en las células acinares pancreaticas se ve
reflejada en la existencia 15 formas de la subunidad o, que han podido ser reconocidas
mediante el empleo de anticuerpos dirigidos contra la secuencia de la citada subunidad
(Schnefel y cols., 1990). Estos resultados sugieren que en las células acinares existen
multiples caminos para la transmision de las sefales que implican la actuacion de las
proteinas G de membrana y que receptores como los de la CCK, que pueden existir en
estados de alta o baja afinidad, podrian activar diferentes proteinas G en funcion del
estado en que se encuentran. Todo esto permite pensar en las proteinas G del pancreas
exocrino como una red que permite la integracion y modulaciéon de las respuestas

mutuas por parte de diversos secretagogos.
2.5.1.2.- Efectores de membrana (fosfolipasa C y adenilato ciclasa).

La adenilato ciclasa, enzima que se encarga de la sintesis de AMPc, se encuentra
en todos los tejidos animales. Se han descrito tres formas bioquimicamente diferentes:
una sensible a calmodulina, inicialmente localizada en cerebro, una insensible presente
en varios tejidos (ambas son proteinas de membrana), y una forma soluble encontrada
unicamente en testiculo. Ha sido posible clonar hasta seis tipos (Gao y Gilman, 1991,

Tang y cols., 1991).
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Figura 5. Representacion esquematica del modelo propuesto para el acoplamiento de
los receptores a la fosfolipasa C (PLC). Tomado de: Handbook of Physiology III. The
Gastrointestinal System. Signaling Transduction in Hormone- and Neurotransmitter-
induced enzyme secretion from the exocrine pancreas. Schulz, I.
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En contraste con la AC, que como ya hemos dicho se localiza fundamentalmente
en la membrana celular, la fosfolipasa C (PLC) se ha encontrado en el citoplasma de
muchos tipos celulares (Yule y Williams, 1994). La PLC es, en realidad, una familia o
conjunto de enzimas. Tras diversos estudios se han podido distinguir al menos nueve
isoformas diferentes que se han clasificado en cuatro familias denominadas como a., £,
0y v (Rhee y cols., 1989; Meldrum y cols., 1991). Unida a la diversidad de proteinas G
existentes, esta multiplicidad de isoformas permite pensar que distintos agonistas
pueden estimular diferentes proteinas G y/o diferentes formas de PLC para generar asi
patrones de respuesta especificos. Una representacion esquematica para la activacion de

la PLC esta representada en la figura 5.

Todos los tipos de PLC actiian tanto sobre el PIP,, por el que presenta mayor
afinidad, como sobre el fosfatidilinositol 4-fosfato (PI4-P) y el fosfatidinositol (PI)
(Dixon y Hokin, 1984; Catt y Batalla, 1989; Hokin y Dixon, 1990), y su funcion es
hidrolizar el enlace éster entre el glicerol y el grupo fosfato del inositol existente en la
estructura de estos fosfolipidos, generando diacilglicerol (DG) e inositol 1,4,5-trifosfato
(IP3). Ademas de generar fosfatos de inositol y DG, hay una cierta proporcion de
fosfatos de inositol ciclicos que se forman como concecuencia de la propia forma de
actuacion de la enzima (Hokin y cols., 1987). Para su funcionamiento es preciso el ion
Ca®", que ademas puede estimular su actividad en rangos de concentracién cercanos a
los existentes en el citosol durante la estimulacion (1 micromolar) (Taylor y cols.,
1986). Ademas parece ser necesario que esta enzima, que se encuentra en el citosol, se
una a la membrana antes de comenzar la hidrélisis de los fosfolipidos de inositol.
Ademas del calcio, algunos autores han propuesto la participacion de otros factores en

su activacion, como fosfatidilcolina, DG o acidos grasos insaturados (Martin, 1989).

Estudios realizados en pancreas han revelado que en este tejido existen las formas
B, vy dde PLC (Rhee y cols.,1991). Actualmente existen evidencias de que la PLCy; es
activada por fosforilacion de restos de tirosina tras la ocupacion de los receptores de

factores de crecimiento (Wahl y cols., 1989; Margolis y cols., 1989).

Otros efectores de membrana podrian estar implicados en la transduccion de

sefales en el pancreas exocrino, pero no han sido caracterizados de manera precisa.
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Estos podrian incluir PLC y fosfolipasa D (PLD) especificas de fosfatidilcolina, la
fosfolipasa A,, el intercambiador Na'/H" y varios canales para iones; aunque estos
pudieran estar regulados mas por mensajeros intracelulares que directamente por

proteinas G (Yule y Williams, 1994).
2.5.2.- Mensajeros intracelulares.
2.5.2.1.- Inositol 1,4,5-trifosfato.

La activacion de la PLC conduce a la hidrolisis del fosfatidil inositol 4,5-bifosfato
(PIP,) para dar lugar a la formacién de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol

(DG). Ambas moléculas actian como mensajeros intracelulares iniciales.

El desarrollo de todo el conocimiento que actualmente se tiene sobre el
metabolismo de los fosfatos de inositol ha sido fruto de numerosas investigaciones.
Hokin y Hokin indicaron inicialmente el papel potencial que podria representar la
participacion de los fosfatos de inositol en la transduccion de sefiales (Hokin y Hokin,
1954; 1955a; 1955b;1956; 1959). La estimulacion colinérgica de segmentos
pancreaticos de paloma conducia al incremento en la incorporacion de **P en las

moléculas de los inositoles fosfato (Hokin y Hokin, 1953).

A pesar de que Michel postula la existencia de una relacion entre los agonistas
que aumentaban el metabolismo de los fosfolipidos de inositol y la movilizacion de
calcio (Ca*") (Michel, 1975), no fue hasta 1983 cuando se estableci6 el nexo de union
entre ambos. Berridge demostré6 que los agonistas estimulaban la hidrolisis de los
fosfolipidos de inositol generando como producto inicial IP; (Berridge, 1983). Streb y
cols. posteriormente encontraron que la adicion de IP; a suspensiones de células
acinares permeabilizadas de rata conducia a una rapida liberacion de Ca*" que parecia
proceder de un deposito intracelular no mitocondrial (Streb y cols., 1983); establecieron
asi mismo que este fendémeno era especifico de este isomero y que otros fosfatos de

inositol no producian este fenomeno.
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Figura 6. Grafico que muestra la formacion de IP; tras la estimulacién de acinos
pancreaticos con CCK. Tras la estimulacion se alcanzé un maximo en la formacion de
IP5 a los 5 segundos y posteriromente disminuy6 su nivel hasta un valor menor pero atin
por encima del basal, permaneciendo en ese nivel todo el tiempo que la CCK estaba
actuando. La estimulacion con concentraciones de CCK menores (30 pM) no produjo
cambios detectables en la formacion de IP;. Tomado de: Physiology of The
Gastrointestinal Tract; Stimulus-Secretion Coupling in the Pancreatic Acinus. Yule D.I.

y Williams, J.A.

pp 1447-1472.
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En acinos pancredticos previamente incubados con [*H]-inositol, la estimulacion
con dosis maximas de carbacol o CCK conduce a un rapido aumento en los niveles de
[*H]-IPs. Esto se puede detectar entre los dos y cinco segundos siguientes a la
estimulacién, descendiendo a partir de los diez segundos a un nivel inferior pero
permaneciendo elevado durante bastantes minutos (Rubin y cols., 1984). En la figura 6
se muestra un grafico en que estd representada la variacion en la formacion de IP; en
acinos pancreaticos tras su estimulacion con varias dosis de CCK. Diversos estudios han
encontrado que tras la elevacion de los niveles de IP; se pueden detectar varios isomeros
de este fosfato de inositol, como el inositol 1,3,4-trifosfato o una forma ciclica del IP3,
el 1:2¢ 4,5-trifostato (cIP3) (Trimble y cols., 1987) que representa aproximadamente el
5% del IP; generado, pero se acumula en la célula debido a que es un sustrato menos
hidrolizable, pudiendo ser importante en casos de estimulacion en periodos mas largos

(Dixon y cols., 1987).

La estimulacion con dosis maximas de CCK, bombesina y agentes colinérgicos
incrementa los niveles de IP; alcanzando un valor maximo de 20 a 100 veces el basal
(1-5 pmol/mg prot.), detectado al cabo de cinco segundos de la estimulacién, para luego
retornar a valores inferiores pero ain por encima del basal (Matozaki y cols., 1989;
1990; 1991; Rowley y cols., 1990). Sin embargo, a dosis mas bajas, la estimulacion con
los mismos agentes secretagogos no reveld la existencia de cambios en el metabolismo
de los fosfatos de inositol, si bien esta dosis producian efectos sobre la movilizacion de
Ca”" y la secrecién de enzimas. No esta claro afin si se trata realmente de una ausencia
de metabolismo de los mismos ¢ si es el resultado de la baja sensibilidad de los

procedimientos utilizados.

El IP; desaparece tras su formacion y es metabolizado por dos rutas; una cinasa
(3-cinasa) que es sensible al complejo Ca”*/calmodulina, lo fosforila para formar IP,
(Irvine y cols., 1986) y posteriormente es defosforilado por una 5-fosfomonoesterasa a
inositol 1,3,4-trifosfato. Esta molécula puede ser nuevamente fosforilada para formar
otros inositoles mas fosforilados (1,3,4,6-tetrakisfosfato, IPs o IP¢) o defosforilado a

inositol 1-fosfato (PI-1) o inositol 3-fosfato (PI-3) (Berridge e Irvine,1989).

Por la otra ruta el IP; puede ser defosforilado secuencialmente para formar

inositol 1,4-bifosfato (1,4-IP,) e inositol 4-fosfato (4-IP), para los cuales no se ha

© Antonio Gonzalez Mateos 61



MENU SALIR

Antecedentes bibliogrdficos

encontrado papel fisiologico hasta la fecha. Los niveles del derivado fosforilado del IPs,
el inositol 1,3,4,5-tetrakisfosfato (IPs), aumentan tras la estimulacion de las células
pero, a diferencia de lo que ocurre con el IP3, este incremento se mantiene en presencia
del agonista (Trimble y cols., 1987). Se ha propuesto un papel para el IP4 basandose en
la necesidad del gasto de energia por la célula para sintetizarlo (Theibert y cols., 1991).
En algunas células se la he relacionado con la entrada de Ca®" al citosol procedente del
medio extracelular, o bien se piensa que facilita la comunicacion entre los depositos
intracelulares de Ca*" (Irvine y Moor, 1986; Morris y cols., 1987; Hill y cols., 1988);
incluso se le ha relacionado con la liberacién de Ca*" desde los depositos (Parker e
Ivorra, 1991) o, al menos, es un agente facilitador de este proceso. Sin embargo no hay

evidencias claras sobre su papel en las células acinares pancreaticas.

La gran complejidad de las rutas metabdlicas hace pensar que alguno de los
compuestos tiene funciones de sefializacion intracelular ain desconocidas; por ejemplo,
se han propuesto acciones del 1,4-1P, y del 4-IP sobre una DNA polimerasa porque las
enzimas que los generan estdn en el nlcleo de la célula. Para el caso del 3-IP se ha
propuesto una accion moduladora sobre el citoesqueleto. Es posible incluso que esta
complejidad sea fruto de la necesidad de metabolizacion de los compuestos conocidos

como IP; e IP4 (Berridge e Irvine, 1989).
2.5.2.2.- Calcio intracelular [Ca*"]:

Hoy dia esta claramente demostrada la importancia que tiene el ion Ca*" en las
respuestas del pancreas exocrino al grupo de secretagogos que activan la via de los
fosfolipidos de inositol. La primera referencia acerca del pancreas exocrino aparece en
1966 (Hokin, 1966), y en la década de los 70 diversos autores demuestran la
intervencion del ién Ca*" en los procesos de exocitosis en el pancreas exocrino (Argent

y cols., 1976).

En el pancreas exocrino y otros tejidos (de manera diferente a como sucede en las
células cromafines o las B pancredticas) la secrecion inicial que tiene lugar tras la
estimulacion no depende de la presencia de Ca’" en el medio externo, mientras que la
secrecion tardia o sostenida (a partir de los cinco minutos tras la aplicacion del

, ; . . 2+ .
estimulo) si necesita de la presencia de Ca” en el medio extracelular (Petersen e
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Iwatsuki, 1979; Krims y Pandol, 1988; Sung y Williams, 1988). De esta manera se ha

. . . . +
sugerido la existencia de dos fases en las respuestas mediadas por Ca*":

. . e 2+
. una primera fase, en la que se produce la liberacion del Ca

almacenado en los depositos intracelulares,

. y una segunda fase, tardia o sostenida, en la que se produce la entrada

de Ca”" procedente del medio extracelular.

El desarrollo de indicadores fluorescentes sensibles al Ca®" ha facilitado
enormemente la monitorizacién de los cambios que se producen en la [Ca*’];. La
informacion que actualmente se tiene sobre el patron de movilizacion del Ca>" en los
diversos tipos celulares es muy elevada, y ha sido objeto de numerosas revisiones. Las
primeras evidencias que se tienen sobre la movilizacion de Ca®" en respuesta a la
estimulacién con secretagogos que actuan por la via de los fosfolipidos de inositol
fueron obtenidas utilizando determinaciones de **Ca’", electrodos y fosfoproteinas

sensibles al Ca* (Williams, 1980; Schulz y Stolze, 1980; Hootman y Williams, 1987).

Determinaciones de la [Ca®"]; empleando el indicador fluorescente Quin-2, y mas
recientemente fura-2, indo-1 y fluo-3, han permitido conseguir mucha mas informacioén
acerca de los aspectos espaciales y temporales de los mecanismos reguladores de la
[Ca’)i en las células acinares pancreaticas. Estos experimentos se realizaron
inicialmente sobre suspensiones de células acinares y, mas recientemente, sobre células
aisladas (“single cell”) mediante técnicas de microespectrofluorimetria, andlisis digital
de imagenes o por deteccion de corrientes ionicas activadas por Ca®" (“patch clamp”).
De estos estudios se desprende que tras la estimulacién con dosis maximas de CCK,
bombesina o agonistas colinérgicos, se produce un aumento en la [Ca®"]; de entre 4 y 10
veces el valor de reposo, alcanzando un maximo que en ocasiones estd en torno a 1 uM,
valor que se alcanza rapidamente, en cuestion de segundos (Yule y Gallacher, 1988;
Stuenkel y cols., 1989). A continuacion se produce una reduccion en el curso de los 2-5
minutos siguientes hasta un nivel estable por encima del valor basal (Muallem y cols.,
1988; 1990; Hurley y Brinck, 1990; Sjodin y cols., 1990). También el estimulo selectivo
de las proteinas G (empleando fluoruro de sodio -NaF-, compuesto que se sabe estimula

las proteinas G de membrana sin necesidad de actuar sobre los receptores celulares) ha
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demostrado tener el mismo patrén sobre el nivel de Ca®" citosolico (Matozaki y cols.,

1988).

Estudios en los que las células eran estimuladas en ausencia de Ca>" en el medio
extracelular muestran que el incremento inicial en la [Ca®']i es independiente de la
presencia de este ion en el exterior; sin embargo, la fase posterior de respuesta sostenida
(meseta) no se observa. De igual manera, cuando en la respuesta sostenida eliminamos
el Ca*" del medio la respuesta se ve atenuada, descendiendo el nivel de Ca*" citosolico,
indicando una absoluta dependencia del Ca®" extracelular (Pandol y cols., 1987;
Stuenkel y cols., 1989; Muallem y cols., 1989; Tsunoda y cols., 1990). La elevacion
inicial que se produce en la [Ca’]; se piensa que es debida a la produccion de IPs, ya
que la variacion en la [Ca>"]; en el tiempo y la dependencia en la dosis de agonista

aplicado es similar a la que sigue la formacion de IP;.

En células acinares pancreaticas en reposo, como ocurre en otras células, la
concentracién de Ca”" libre citosolico ([Ca®'];) varia entre 50 y 200 nM. Para mantener
estos valores tan bajos de [Ca®'];, si se comparan con la que existe en el medio
extracelular, es necesario por parte de la célula contrarrestar la gran tendencia que hay a
la entrada de este ion en el citoplasma debido al gradiente de concentracion y al
potencial intracelular negativo. Para ello existen varios mecanismos de transporte en la
membrana celular y en los organulos citoplasmaticos, que mantienen la [Ca*']; dentro
de los valores normales (Muallem, 1989). Un mecanismo importante para mantener los
valores de reposo de la [Ca®"]; es el que estd representado por la bomba adenosina
trifosfatasa dependiente del ion Mg>" (Ca®"-ATPasa) (Ansah y cols., 1984; Bayerdorffer
y cols., 1985) que transporta Ca>" al medio externo. Esta bomba desempefia igualmente
un importante papel cuando la [Ca®"]; tiene que retornar a los valores basales tras la
estimulacion de las células. Recientemente se ha demostrado que la salida de Ca®" desde
el citoplasma se puede detectar segundos después de su incremento en el citosol. Este
aumento en la [Ca®"], parece seguir muy de cerca al incremento en la [Ca®"];, incluso

cuando se estan produciendo oscilaciones (Tepikin y cols., 1992).

© Antonio Gonzalez Mateos 64



MENU SALIR

Antecedentes bibliogrdficos

2.5.2.2.1.- Liberacién de Ca*" desde los depdositos intracelulares.

De los experimentos iniciales en los que se ensayaba el efecto de los secretagogos
sobre la [Ca®"]; se llegé a la conclusion de que este ion era liberado desde un depésito
intracelular, que podria ser el reticulo endopldsmico (RE), sin que se produjeran
cambios significativos en otros compartimentos celulares como la mitocondria o los
granulos de secrecion (Dormer y Williams, 1981). La propuesta de que el IP; es el
mensajero encargado de iniciar la sefial de Ca®* se vio confirmada por el modo en que
esta molécula era generada en las células. Los secretagogos producen una adecuada
correlacion entre la formacion de IP; y la liberacion de Ca®* (Streb y cols., 1985;
Powers y cols., 1985; Dixon y Hokin, 1987; Rowley y cols., 1990), y se sabe que el
deposito desde el que se libera este ion es el RE porque estudios bioquimicos y
estructurales han revelado que este fenomeno es reproducible en vesiculas de RE y no
en vesiculas procedentes de la membrana celular (Streb y cols., 1984; Dormer y

Williams, 1981; Walz y Baumann, 1989).

Sin embargo, la identidad y localizacion precisa de este depodsito aun no se ha
determinado con exactitud en células no musculares (donde se sabe con seguridad que
se trata del reticulo sarcopldsmico -RS-) (Tsien y Tsien, 1990). Hay resultados que
sugieren que se trata de una zona del RE (Streb y cols., 1983; 1984; Thevenod y cols.,
1989; Han y Nuccitelli, 1990), pero también se ha descrito un organulo, denominado
calciosoma, similar al RE pero fisicamente separado, que contiene la proteina captadora
de Ca®", calsecuestrina, y al que los autores atribuyen la funcién de depdsito en ciertos
tejidos (incluido el pancreas exocrino) (Volpe y cols., 1986). Otros resultados también
coinciden con esa primera descripcion de un depdsito diferente al RE (Rossier y cols.,
1991). Actualmente la identidad morfolégica del deposito de Ca’*, asi como su
localizacién precisa dentro de la célula, estan poco claras y es dificil de establecer,
aunque si se puede explicar el patron de movilizacién del Ca*" acumulado en su interior

(Tsien y Tsien, 1990).

Se ha propuesto que el IP; induce la liberacion de Ca®" a través de un complejo
formado por su receptor y un canal idnico (Joseph y Williamson, 1986), purificado por
primera vez en células de Purkinje (Supattapone y cols., 1988). No hay consenso acerca

de si estd situado en la parte externa de la membrana o en su interior (Tsien y Tsien,
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1990). La unién con el receptor precisa de los grupos fosfato en las posiciones 4 y 5 del
anillo de inositol, y presenta un alto grado de cooperatividad, siendo necesaria la union

de tres moléculas de IP; para que se libere el Ca*" (Nahorski y Potter, 1989).

Los datos estructurales existentes indican que el receptor es un tetramero
(Supattapone y cols., 1988) que presenta homologia con el receptor de rianodina
(localizado en el RS de las células musculares esqueléticas, en las que se cree que
acopla la despolarizacién y la entrada de Ca®* en los tiibulos T con la liberacion de Ca*"
desde el RS) (Chandler y cols., 1976). Presenta cuatro regiones transmembranosas, con
los extremos C-terminal y N-terminal localizados en o cerca del lumen del reticulo y el
citosol respectivamente (Furuichi y cols., 1989). Cuando ha sido purificada, esta
proteina ha demostrado poseer un lugar para el reconocimiento del IP; y un canal

asociado para la liberacion del Ca®" (Ferris y cols., 1989).

El mecanismo por el que el receptor produce la liberacion del Ca®* del depdsito es
la apertura de un canal de 10 pS de conductancia (Berridge e Irvine, 1989). En este
proceso hay un fenomeno de amplificacion, pues los datos estequiométricos demuestran
que por cada molécula de inositol se liberan 20 iones Ca>* (Berridge e Irvine, 1984). Al
parecer la liberacion tiene lugar de modo cuantal (Berridge e Irvine, 1989; Muallem y
cols., 1989), hecho que concuerda con la demostracion, por Muallem y cols. (1989), de
que el Ca* intracelular movilizado en las células acinares del pancreas por los

secretagogos tiene respuestas de tipo “todo-nada”.

Se han descrito posibles lugares de regulacion del receptor del IP;. El receptor es
fosforilado por la proteina cinasa C (PKC) y la proteina cinasa II (PKII) (dependiente
del complejo Ca**-calmodulina) (Ferris y cols., 1991) representando esto un posible
mecanismo retroalimentacion en la transduccion de la sefial. Estudios realizados en
pancreas exocrino han demostrado resultados que apoyan este hecho: el tratamiento con
activadores de la PKC no afectan a la hidrolisis del PIP, pero si inhiben la secrecion y la
liberaciéon de Ca®" por las células (Willems y cols., 1982; 1989). Ademas esta proteina
es fosforilada por una proteina cinasa A (PKA) reduciendo la potencia del receptor del
IP; para liberar Ca®" (Supattapone y cols., 1988). En este receptor también se han

., . +
encontrado puntos de union para adenina y Ca*".
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Los estudios realizados en pancreas exocrino han revelado que el canal no es un

. . . . . . +
transportador, sino simplemente una via conductiva que precisa potasio (K') en el
citoplasma para su normal funcionamiento, siendo la fuerza motriz el gradiente

electroquimico de ambos iones (Muallem y cols., 1985; Schulz y cols., 1989).

La terminacién del efecto del IP3 no se produce por desensibilizacion del receptor
(Nicotera y cols., 1990; Boyton y cols., 1990), lo que indica que debe ser por medio de
metabolizacion (Berridge e Irvine, 1989), aunque estudios realizados recientemente

sugieren que el mismo IP; inactiva el receptor.

En estudios recientes se ha encontrado que el IP; es capaz de liberar solamente
una porcion del Ca*" movilizable, indicando que el IP; podria no ser el Gnico mediador
en la liberacion de Ca®" intracelular (Thevenod y cols., 1989; Biden y cols., 1986).
Ademas se ha propuesto la existencia de distintos puntos de almacenamiento para este
ion basandose en las propiedades de los mismos para la captura de Ca*" (Thevenod y
cols., 1989), esto es, un deposito sensible a IP; y otro insensible. En otros sistemas el
GTP es un compuesto que se ha incluido como mediador en la comunicacion entre los
depositos (Gill y cols., 1989); incluso en el pancreas se ha propuesto que la ribosa-

cADP seria el mensajero para el depdsito insensible a IP; (Thorn y cols., 1994).

Actualmente no esta claro si ambos depositos, sensible e insensible a IP3, estan
localizados en el mismo organulo. Estudios farmacoldgicos e inmunologicos han
indicado que estos dos depdsitos son, al menos parcialmente, diferentes (Tsunoda,
1993), contribuyendo ambos a los procesos de sefializacion del Ca*” (Biden y cols.,

1986).
2.5.2.2.2.- Salida del Ca** desde el citoplasma.

A lo largo del periodo de estimulacién con los agonistas el nivel de Ca®"
citoplasmatico presenta un retorno a un nivel cercano al que existia en periodo de
reposo, de manera que algin mecanismo se debe poner en marcha para reducir su
entrada al citosol procedente del medio extracelular o bien incrementar su transporte a

los depositos y/o al medio externo.
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Las células acinares pancreaticas eliminan gran parte del Ca®’ citoplasmatico
mediante su transporte al medio extracelular (Tepikin y cols., 1992), aunque también
existe un retorno hacia los depositos intracelulares. El transporte de Ca® a través de la
membrana plasmatica se lleva a cabo por una bomba de Ca*" dependiente de ATP y
Mg*" (Muallem, 1989). La activacion de esta bomba esta mediada por la PKC (Muallem
y cols., 1988) y el propio Ca®’, a través de la calmodulina (Muallem, 1989). Existe la

posibilidad de su activacion por medio de otras cinasas.

Un estudio simultaneo de la [Ca®']; y del transporte de Ca®" al medio extracelular
en células aisladas mediante la denominada técnica de la “droplet” ha demostrado que la
bomba de Ca”" se activa y desactiva de manera muy rapida siguiendo estrechamente la

[Ca™"}; (Tepikin y cols., 1994), incluso “oscilando” con las oscilaciones de [Ca®']..

. . . . . . + 2+
En otros estudios se ha descrito la existencia de un intercambiador Na /Ca™ en la
membrana de las células pancreaticas, pero los datos existentes hacen pensar que su

papel es muy reducido (Muallem y cols., 1988).
2.5.2.2.3.- Oscilaciones de Ca*".

Existen dos patrones descritos para la liberacion del Ca®" intracelular: el primero
es una liberacion masiva del Ca*” desde los depositos, y el segundo que consiste en la
liberacion pulsatil a modo de espigas, proceso conocido con el nombre de oscilaciones
y que se produce en respuesta a la estimulacion con dosis bajas de agonistas. Este
ultimo proceso ha hecho pensar que los cambios que se producen en la [Ca®']; en las
células son mucho mas complicados que lo que revelan las determinaciones realizadas
en suspensiones celulares. La aparicion de estos diferentes mecanismos de liberacion de
Ca®" (frecuencia, tiempos y amplitud) dependen de la concentracién de agonista

empleada o del estado en que se encuentra el receptor.

La gran libracion de Ca®” producida en respuesta a la estimulacion con dosis altas
de secretagogos se produce durante los primeros 2-5 segundos (Muallem y cols., 1989).
Sin embargo, para concentraciones inferiores existe un periodo de retraso en la
aparicion de la respuesta de Ca*" que depende de la dosis de agonista empleada y que

aumenta cuando ésta disminuye (0,5-3 minutos hasta la aparicion de la primera espiga).
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Asi, las células producen liberaciones de Ca®" repetitivas, sin que exista movilizacién
masiva de todo el Ca’" acumulado. Este fenomeno se ha descrito en células pancreaticas
aisladas de raton y cobaya (Yule y Gallacher, 1988; Osipchuk y cols., 1990; Sjodin y
cols., 1991) o rata (Stuenkel y cols., 1989; Tsunoda y cols., 1990), asi como en otros
muchos tejidos. En la figura 7 estan representados registros tipicos de oscilaciones
producidas en la [Ca®]; tras la estimulaciéon de las células acinares pancredticas con

diferentes dosis de agonistas.

Las oscilaciones pueden iniciarse en ausencia de Ca®" extracelular y muestran
tener dependencia de ATP, como asi ha sido revelado en estudios en los que la
depleccion de los niveles de ATP inhibian el patron oscilatorio (Tsunoda y cols., 1990),
de manera que podria existir un mecanismo de recaptacion de Ca*" dependiente de ATP.
Sin embargo, el Ca’" extracelular es necesario para mantener las oscilaciones,
especialmente en el caso de la ACh, posiblemente debido al vaciamiento de los

depositos (Yule y Gallacher, 1988; Tsunoda y cols., 1990).

Tras la estimulacion con dosis bajas de agonista, las oscilaciones de Ca®" se
producen con una frecuencia de entre 1y 4 ciclos por minuto durante todo el tiempo que
el agonista estd presente. La forma que presentan estas oscilaciones varia de unos tipos
celulares a otros pudiendo tener una apariencia sinusoidal, picos o espigas transitorias
que retornan siempre al basal, oscilaciones asimétricas o bien oscilaciones sobre un
nivel de Ca®" elevado con respecto al basal. En el pancreas exocrino la CCK induce
oscilaciones transitorias o irregulares (con valles que llegan al basal) mientras que la

ACh genera oscilaciones sobre una [Ca”']; elevada (Toescu y Petersen, 1995).
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Figura 7. Diagramas que muestran oscilaciones en la [Ca’']; en respuesta a la
estimulacion de células acinares pancreéticas de rata con bajas concentraciones de CCK
(A, By C). En D esta representada la respuesta tipica originada por la estimulacion de
estas mismas células con ACh (50 nM) en raton. Tomado de: Physiology of The
Gastrointestinal Tract; Stimulus-Secretion Coupling in the Pancreatic Acinus. Yule D.I.

y Williams, J.A. pp 1447-1472.
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Hay muchos modelos que han intentado explicar el mecanismo de generacion de
las oscilaciones, modelos que tenian en cuenta los mecanismos de liberacion del Ca*™
intracelular y la entrada del mismo desde el exterior. Aunque no hay consenso acerca de
como se producen, todos los modelos actuales implican a las proteinas G y a la

formacién de IP; para la produccién del pico inicial en la [Ca®"];.

Las hipotesis existentes dividen las oscilaciones de [Ca®™]; en dos clases:
oscilaciones de Ca®" citosélico y oscilaciones de Ca®" debido a la actividad ciclica de la
membrana (Berridge y Gallione, 1988), dando lugar a las denominaciones oscilaciones

controladas por segundos mensajeros 'y oscilaciones controladas por receptor.

En las oscilaciones de [Ca’"]; controladas por receptor se producen cambios en
la concentracion de IP;. Deberia existir una retroinhibicién sobre la actuacion de la
PLC, que podria estar mediada por la PKC que fosforilaria la proteina G de membrana,
cesando asi la produccion de IP; (Tsien y Tsien, 1990; Tsunoda y cols., 1990). Una
nueva oscilacioén se produciria cuando la actividad de la PKC se reduce por si misma,
momento durante el cual el agonista sigue actuando sobre su receptor y escapa a esta

inhibicion (Berridge y cols., 1988).

En otro modelo, el Ca®" liberado por el IP; activa la hidrélisis del PIP, para
amplificar la produccion del IP; tras su metabolizacién. Méas Ca®" es liberado tras la
nueva generacion de IP;. Cuando éste ha sido metabolizado el Ca®* es transportado
hacia los depdsitos, preparandose asi un nuevo ciclo que se iniciaria con la liberacion de
Ca’" por el IP; residual. El Ca*" liberado activaria a la PLC con lo que el ciclo volveria

a repetirse (Meyer y Stryer, 1988).

Hay un tercer modelo en el que el Ca®" liberado interfiere con el receptor de IP;
(se produce un “feedback” negativo por parte del Ca’"). La produccién de IPs
desencadena un liberacién inicial de Ca®>" desde los depositos y, a medida que se
incrementa la [Ca”'];, se esta produciendo una inhibicién de la liberacién inducida por el
IP;. Conforme el Ca’" es transportado fuera del citosol esta inhibicion va
desapareciendo, de manera que ello conduce a la nueva unién del IP; a su receptor
comenzando nuevamente el ciclo (Suppatapone y cols., 1988). Sin embargo, en células

. r e eqe . g e =7 . .y + .
acinares pancreaticas permeabilizadas la inhibicién de la liberacién de Ca®" estimulada
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por IP3 debida al incremento en la [Ca®'; solamente se ha observado cuando la [Ca®'];

;. . 2+ .
alcanza valores proximos a 10 uM, mientras que la [Ca™ ]; oscila normalmente en

valores entre 300 y 500 nM (Tsunoda, 1993).

Sin embargo, todos estos modelos tienen en contra que no se ha podido demostrar
hasta el momento que se produzcan oscilaciones en la concentracion de IP; (Berridge e
Irvine, 1989). Ademas, no explican como niveles constantes de este mensajero pueden
producir oscilaciones de [Ca*'];, hecho corroborado por infusiones intracelulares de su
analogo no metabolizable IPS; (Wakui y cols., 1989), al igual que ocurre al aumentar
experimentalmente la [Ca®']; (Berridge, 1990; Petersen, 1992). Incluso hay agonistas
que puden inducir oscilaciones en la [Ca®]; sin producir cambios detectables en el nivel
de IP;, fenomeno que se observa tras el tratamiento de las células con JMV-180,
agonista de los receptores de alta afinidad de la CCK, el cual induce oscilaciones en la
[Ca®*]; (Matozaki y cols., 1990). Més aun, el inhibidor de la PLC, U73122, no inhibe las
oscilaciones inducidas por JMV-180 (Yule y Williams, 1992). Consecuentemente
existen otros mecanismos implicados en la generacién de las oscilaciones de Ca’"
intracelular; por ejemplo, el 4cido araquidonico (Owiang y cols.,, 1988) y las
esfingosinas producen oscilaciones (Yule y cols., 1993) al igual que otros candidatos a
mensajeros intracelulares, como la ribosa-cADP (Thorn y cols., 1994) produce

oscilaciones.

En las oscilaciones controladas por segundos mensajeros el argumento clave es el
fenomeno de la liberacion de Ca®* inducida por Ca*" (“calcium induced calcium
release”, CICR) (Berridge, 1988). El IP; es capaz de liberar una pequefia cantidad del
Ca” de los depositos, existiendo un depdsito sensible y otro insensible a IP3;, y se ha
sugerido que el Ca”" liberado desde el primero desencadena la liberacion desde el
segundo (Goldbetter y cols., 1990; Petersen y Wakui, 1990), produciéndose lapsos entre
cada liberacion por el tiempo necesario para su recarga. Evidencias que apoyan este
modelo se han obtenido de experimentos en los que incrementando artificialmente la
[Ca®"];, con inyecciones de Ca”" o mediante el tratamiento con ionéforos, se originan
oscilaciones (Osipchuk y cols., 1990; Wakui y Petersen, 1990; Wakui y cols., 1990).

., , . 2+ . .
También se ha observado que la cafeina, un agente que libera Ca” con independencia
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de la formacion de IP;, puede afectar a las oscilaciones e incluso, en ocasiones,

inducirlas por si misma (Osipchuk y cols., 1990).

Es necesario tener en cuenta el proceso de entrada de Ca®" procedente del medio
extracelular a la hora de explicar los ciclos, ya que es necesario para la recarga de los
depositos intracelulares. De todas formas, la complejidad de las oscilaciones que se
producen en los diferentes tipos celulares que se han estudiado hasta el momento induce
a pensar que en una misma célula se desarrollen distintos mecanismos compatibles entre
si.

Aun mas especulacion se ha dirigido hacia la significacién funcional que pueden

N ) .,
2 ]i ante la estimulacién con

representar las oscilaciones descubiertas en la [Ca
secretagogos. En otros tejidos se las ha relacionado con procesos tan dispares como
secrecion, aprendizaje y memoria (Berridge y Galione, 1988). Pero en el caso del
pancreas exocrino, asi como en otros muchos tejidos donde también se han descrito
oscilaciones, el significado de este fenomeno aun no se conoce con certeza, aunque se le
ha relacionado con el control de la secrecion fluida y de enzimas. Probablemente, una
sefal oscilante sea mds facilde controlar y modular que una sostenida, evitandose

ademas los posibles efectos toxicos que presentaria un aumento continuado en la

[Ca™T:
2.5.2.2.4.- Aspectos espaciales de la sefial de Ca*".

Recientemente la determinacion de la [Ca*']; mediante el empleo de técnicas de
analisis de imagen y microscopia confocal de laser ha proporcionado interesantes datos
sobre la propagacion de la seial de Ca>™ a lo largo de la célula acinar (Toescu y cols.,
1992; Nathanson y cols., 1992). Estos resultados han revelado que la sefial de Ca®" se
inicia en el polo luminal de la célula y posteriormente se extiende a modo de ola hacia
el polo basal (Toescu y cols., 1992; Nathanson y cols., 1992). La importancia de este
fendmeno se desconoce por el momento, pero parece reflejar la localizacién del punto
inicial de liberacion de Ca*", debido a la mayor concentracion de receptores de IP3 o una

mayor sensibilidad al IP;.
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El modelo de la CICR puede explicar las ondas de propagacion espacial del Ca®".
Si los depositos tienen la adecuada disposicion a lo largo de la célula, este mecanismo
podria ser el responsable de la aparicion de estas ondas. Esto ha sido propuesto para el
caso del pancreas exocrino (Kasai y Augustine, 1990; Petersen, 1992) y para otros
modelos como hepatocitos (Berridge, 1990) o en oocitos, donde estas ondas presentan
la forma de espirales (Lechleiter y Clapham, 1992). Incluso se ha descrito la existencia
de espigas locales de Ca®™ que solamente si presentan suficiente amplitud se
propagarian a lo largo del citosol (Petersen, 1992). Esta liberacion local de Ca*" en el
polo luminal, donde se acumulan los granulos de zimogeno, produciria o facilitaria su

exocitosis (Petersen y cols., 1993).

Schulz y cols. (1989) relacionaron el modelo de los dos depositos con el sistema
de captacion de Ca®" en su interior: un aumento en la [Ca”']; hace que se incremente su
acumulacion en el deposito sensible a IP;, con lo cual salen protones (H") que se
intercambian por Ca®" estimulando su transporte activo hacia el interior del depdsito.
Esto llevaria a la reduccion del pH local alrededor del deposito, que afectaria a un
segundo, el insensible a IPs, liberando su Ca®". El IP, cooperaria en la entrada de Ca**
en el interior del primer depdsito desde el segundo y/o desde el medio extracelular, al

igual que lo haria el GTP.

No estd claro cual puede ser el significado fisiologico de este fendémeno pero
parece ser, en todo caso, un modo de coordinar y extender ordenadamente la

informacion a los distintos puntos del interior celular.
2.5.2.2.5.- Entrada de Ca’" extracelular.

Con anterioridad nos hemos referido a que para el mantenimiento de la respuesta
sostenida de Ca®" en las células acinares pancreaticas es necesaria la presencia de Ca®"
en el medio extracelular. Asi, debe existir un incremento en la permeabilidad de la
membrana celular al Ca>" extracelular, proceso que esta favorecido por el gradiente de
concentracion existente a través de la membrana plasmatica, y que estd en estrecha
relacion con el mecanismo de recarga de los depositos intracelulares. El mecanismo que
subyace a la entrada de Ca®" en las células acinares pancreaticas es poco conocido. La

entrada de Ca’" se produce a través de canales independientes de voltaje, ya que no es
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sensible al potencial de membrana o a bloqueantes organicos de los canales de Ca®",
como la nifedipina o el verapamil. Esta entrada es bloqueada por los iones La*", Ni*" y
Co™" (Pandol y cols., 1987; Tsunoda, 1990), lo que parece indicar que la entrada de Ca>"
en las células acinares pancreaticas se produce a través de canales no especificos para el
Ca®", a diferencia de otras células en que existen varios tipos de canales para este ion
(Tsien y Tsien, 1990). También existe sensibilidad al pH extracelular (pH,): la entrada
de Ca®" se ve favorecida en medio alcalino mientras que se reduce en los medios acidos

(Muallem y cols., 1989; Tsunoda y cols., 1990).

Existe alguna hipdtesis que intenta explicar este proceso, entre ellas la posibilidad
de que haya alglin canal no especifico de este cation activado por IP; en la membrana de
la célula (Kuno y Gardner, 1987); también el IP3 y el IP4 podrian actuar paralelamente
para permitir la entrada de Ca®" y la recarga de los depositos intracelulares a través de

un canal localizado en la membrana plasmatica (Berridge e Irvine, 1989; Irvine, 1992).

Otro mensajero intracelular, la guanina monofosfato ciclica (GMPc), formada en
respuesta a un aumento de oxido nitrico (NO) producido por los secretagogos que
movilizan Ca®" (Pandol y cols., 1994), podria estar implicado en este proceso.
Finalmente, alguno de los acontecimientos que suceden a la activacion de la PLC y
PKC han sido implicados en el control de la entrada de Ca®’, asi como el 4cido
araquidonico (AA) y el citocromo P-450 (para una revision ver Tsunoda, 1993). Otros
han identificado un pequefio compuesto de peso molecular inferior a 500, anidnico y
fosforilado que activa la entrada de Ca®" (Randriamampita y Tsien, 1993), que han

¥ (CIF) y que se piensa es generado en

denominado “factor para el influx de Ca
aquellas células cuyos depositos de Ca’" se han vaciado tras la respuesta a algin
estimulo. Aun asi, no hay consenso sobre el mecanismo que realmente esta actuando en
este proceso. Sin embargo, en muchos tipos de células, parece firmemente establecido
que la entrada de Ca’" parece estar regulada por el grado de vaciamiento de los
depositos, denominado modelo capacitativo para la entrada de Ca’" (Putney, 1986;
1990); esto es, cuando los agonistas liberan el Ca®* de los depositos, mediante algin

3 4 . . . 2+
mecanismo aun desconocido este vaciamiento abre el canal de Ca” de la membrana

plasmatica.
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Recientemente se ha propuesto un fenémeno, que podria tener gran implicacion
+ . . . .
en la entrada de Ca®" en el citosol y que se ha denominado “corrientes activadas por la

. ., 2+
liberacion de Ca™™”

(CRAC) (Clapham, 1993), que se caracteriza por presentar alta
selectividad para el ion Ca®’, conductancia baja (20 femtoS) y poca o ninguna
dependencia de voltaje. Por el contrario el grupo de Schulz en Alemania tiene
evidencias acerca de que la entrada de Ca®" en las células acinares pancreaticas tiene

lugar a través de canales de Ca®" no selectivos, proceso que han denominado CRANC.
2.5.2.2.6.- Recarga de los depositos de Ca™".

En el modelo que nos ocupa y en otros tejidos, como la glandula parétida, se ha
caracterizado el mecanismo por el que el depdsito acumula Ca’". Bajo estimulacion
intensa los depodsitos permanecen vacios durante el tiempo que el estimulo esta
actuando, de manera que su recarga es necesaria para una posterior respuesta de Ca®".
Este proceso requiere la presencia de Ca”" en el medio extracelular y la retirada del
estimulo. El tiempo requerido para este proceso varia de unos tipos de células a otros
estando entre 7 y 15 minutos en el caso de las células acinares pancredticas (Stuenkel y
cols., 1989). En la mayoria de los casos, la recarga de los depdsitos se produce con un
nivel constante de Ca®" citosolico proximo o igual al de reposo (Pandol y cols., 1987;
Stuenkel y cols.,, 1989; Tsunoda, 1993). Cuando las células se someten a
concentraciones de secretagogos, como la CCK, consideradas fisiologicas, la [Ca®'];
muestra oscilaciones, y en ellas también interviene la recaptacion de Ca®" por los

depositos intracelulares (Petersen y cols., 1993).

. . . , . +
Se han sugerido dos posibles mecanismos por los que los depdsitos de Ca*" se
+ . . . .
recargan: la entrada de Ca®" en el citosol y su transporte hacia el interior de los
depdsitos estan muy bien sincronizados, y un segundo segln el cual existe recarga

directa desde el medio extracelular (Putney, 1986).

Los estudios realizados mediante el empleo de inhibidores de las bombas
celulares de Ca®" y de protones indican que el depdsito de Ca** sensible a IP; tiene una
bomba de H' que crea un gradiente acido en su interior, que es la fuerza motriz para
captar el Ca®" por medio de un intercambiador Ca®"/H'. Al parecer, este intercambio

también puede realizarse por medio de un proceso dependiente de Mg>" y ATP. El
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deposito no sensible a IP; acumula el Ca*" a través de una bomba de Ca>" dependiente
de ATP, captando Ca®" cuando su concentracion es cercana a la de reposo (Schulz y

cols., 1989).

En otros modelos, para que la captacion de Ca®" se lleve a cabo, es necesaria la
presencia de K™ en el lado citosélico, que se acumularia en el depdsito para ser
intercambiado por el Ca’" cuando éste pasa a su interior (Muallem, 1989). Este
mecanismo es compatible con la descripcion del mecanismo de actuacion del IPs, que
necesita K* para liberar Ca®* (Muallem y cols., 1985). El anién CI es probablemente

intercambiado con el K.

Contintia existiendo la duda sobre si la entrada de Ca®" se produce de manera
directa desde el exterior al deposito, sin pasar por el citoplasma, o si pasa primero por
¢éste. Muallem y cols. (1990) han encontrado en las células acinares pancreéticas que el
deposito capta Ca®" citosélico, y no directamente desde el medio extracelular. Por otro
lado, Putney y cols. (1989) encontraron que el Ca®" atravesaba el citosol, lo que hace

~ . 2+
que se detectaran pequefias elevaciones en la [Ca” ]; durante el proceso de recarga.

Algunas lineas de investigacion sugieren que el Ca*" entra primero en un deposito
intracelular y luego es transportado a un segundo deposito desde el que es liberado en
respuesta a los agonistas, momento en el que actuarian el IP4 o algiin otro mensajero

intracelular (Tsunoda, 1993).

De todos modos hay que tener ciertas reservas al considerar estas teorias ya que se

basan en resultados procedentes de distintos tipos celulares.
2.5.2.2.7.- Mecanismos efectores del Ca**: Ca?*-calmodulina.

Aunque es posible para el Ca®" unirse directamente a proteinas (enzimas), la
mayoria de las acciones del ion Ca®" se ejercen a través de la calmodulina (CAM),
molécula ubicua cuya presencia en el pancreas exocrino fue descrita por Vandermeer y
cols. (1977) y que es capaz de unir cuatro iones Ca’" (al menos tres para ser activa); una
vez que es activada participa en la regulacion de otras proteinas (proteinas cinasas,

fosfatasas y fosfodiesterasas) (Hootman y Williams, 1987).
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Se cree que en el citosol de las células acinares pancredticas existen dos proteinas
cinasas dependientes de Ca®" (Sung y Williams, 1988), ademas de haberse identificado
una cinasa en los granulos de zimégeno (Burham y cols., 1985). Nairn y cols. (1985)
demostraron la existencia de una cinasa diferente denominada cinasa III. Otros
mecanismos por los que podria actuar el Ca”* podrian ser la inhibicion de la PLA; o la

estimulacion de la cinasa de las cadenas ligeras de miosina (MLCK).

Finalmente, en el pancreas exocrino se han estudiado una serie de canales i6nicos
activados por Ca’" que permiten a estas células formar una secrecion fluida para
vehicular las enzimas digestivas hasta los conductos pancreaticos (Petersen, 1992).
Estos estudios son la base del modelo actualmente aceptado de secrecion de iones y

agua por las glandulas exocrinas.
2.5.2.3.- 1,2-diacilglicerol y proteina cinasa C.

También se ha establecido un papel como segundo mensajero para el 1,2-
diacilglicerol (DG), activador enddgeno de la proteina cinasa C (PKC) (Nishizuka,
1984; 1992). Es el otro producto generado por la PLC tras la hidrolisis del PIP,.
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Figura 8. Grafico que muestra la formacion de DG en células acinares pancreaticas

estimuladas por CCK. Tomado de: Physiology of The Gastrointestinal Tract; Stimulus-
Secretion Coupling in the Pancreatic Acinus. Yule D.I. y Williams, J.A. pp 1447-1472.
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La estimulacion de las células acinares pancreaticas con dosis maximas de
agonistas que median su accion a través de la PLC conduce a un incremento rapido en
los niveles de DG. En la figura 8 se puede observar la variacion en el tiempo de la
produccion de DG en las células acinares pancredticas tras su estimulacion con
diferentes dosis de agonistas. A diferencia del IPs;, los niveles de DG permanecen
elevados durante varios minutos; asi tras la estimulacion de los receptores colinérgicos
y de la CCK en el pancreas exocrino aumenta la produccion de DG (Bansbach y cols.,
1974; Dixon y Hokin, 1984; Pandol y Schoeffield, 1986; Matozaki y Williams, 1989;
Komabayashi y cols., 1990). Esta elevacion es el resultado de dos procesos: tras una
rapida elevacion hay una segunda fase en la que se produce una constante y prolongada
aparicion de DG (Dixon y Hokin, 1984; Matozaki y Williams, 1989). Al igual que con
la formacion de IP3, la generacion de DG también presenta dependencia de la dosis de
secretagogo que se emplea. A dosis bajas, con las que no se detectan cambios en los
niveles de IP3, el pico inicial no se observa y solamente se hace visible el incremento
posterior. Este ultimo incremento en el nivel de DG no se correlaciona totalmente con la
hidrolisis del PIP; en términos tanto de magnitud, evolucion en el tiempo o dependencia
en la concentracion de agonista. Existe la posibilidad de que el DG se forme a partir de
la hidrolisis de otros fosfolipidos de membrana distintos de PIP,, como por ejemplo la
fosfatidilcolina (PC). Este hecho llevé a Bruzzone (1990) a proponer un modelo segin
el cual algunos agonistas producirian respuestas mediante la activacion de la PKC sin
generar [Ps, lo cual es posible si se hidrolizan PI y/o PIP. También seria posible si actua
una fosfolipasa C (PLC) que hidrolice la anteriormente citada PC (Loffelholz, 1989;
Shukla y Halenda, 1991) 6 bien una fosfolipasa D (PLD) (Pandol y cols., 1991) que lo
genere a partir de PC, colina y acido fosfatidico (AF). Asi se generaria DG sin la

..y ~ 2+
aparicion de sefial de Ca”™'.

El DG generado por los agonistas puede seguir dos rutas metabdlicas (Jaken,

1989):

. una cinasa lo transforma en AF, para posteriormente incorporarlo a las

rutas metabdlicas de los fosfolipidos de inositol.

. separacion de los acidos grasos por accion de una lipasa (que separa el

acido graso del segundo atomo de carbono del glicerol).
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Como ya hemos comentado antes, el DG ejerce su accion a través de una proteina
cinasa presente en todos los tejidos, la PKC. Fue el grupo de Nishizuka el descubridor
de esta cinasa a finales de los afios 70, y observd que para su activacidon presenta
dependencia de Ca®" y fosfolipidos (Nishizuka, 1984). Debido a esta dependencia de
fosfolipidos se piensa que la enzima es solamente activa cuando esta asociada a la
membrana celular (se trata de una enzima que en reposo se encuentra en el citosol y al
ser activada se asocia a las membranas celulares, proceso conocido como
“translocacion”, si bien hay algunos tejidos en los que el proceso sucede a la inversa).
La duracién y el grado de union depende del agonista y del tejido considerado (Niedel y

Blackshear, 1986; Jaken, 1989; Rana y Hokin, 1990).

La PKC es una proteina ubicua de la cual se han descrito hasta 11 tipos o
isoenzimas (o PBr, P, ¥, 0, €, §, N, 6, 1 y L) hablandose hoy dia de familia de la PKC.
(Parker y cols., 1989; Nishizuka, 1992). Las diferencias existentes entre ellas y su
sensibilidad al Ca*” y al DG dejan abierta la posibilidad a la existencia de mecanismos
selectivos de estimulacion de alguno de estos tipos por parte de diferentes agonistas

celulares. La PKC fosforila gran variedad de sustratos en residuos de serina y treonina.

Existe gran numero de indicios que apoyan la idea del papel que la PKC pudiera
tener en la regulacion de la secrecion de enzimas en las células acinares pancreaticas.
Tanto formas permeables de DG como los ésteres del forbol, en particular el TPA
(13,acetato de 12,0-tetradecanoil forbol), que presentan una estructura parecida a la del
DG, estimulan la secrecion de enzimas y aumentan la estimulada por Ca>" en células

intactas (Hootman y Williams, 1987; Bruzzone, 1990).

Una estimulacién prolongada de la enzima con ésteres de forbol se sabe que
reduce la actividad de la misma, proceso conocido con el nombre de “down regulation”,
que consiste en una reduccion de la cantidad de enzima. Se cree que esto tiene relacion
con la proteolisis de la molécula (Niedel y Blackshear, 1986; Jaken, 1989), que libera la
zona catalitica y aumenta la actividad fosforiladora. Otra modificacion experimentada
por la PKC es un proceso de autofosforilacion (Jaken, 1989), que incrementa su

actividad, por lo que es posible un mecanismo de retroalimentacion.
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Las funciones propuestas para la PKC en las diferentes respuestas celulares son
muy amplias (Nishizuka, 1988; Rana y Hokin, 1990). Hay una gran cantidad de datos
que muestran su papel inhibidor de la sefial de Ca>" en diversos modelos, incluyendo la
secrecion pancredtica (Arita y cols., 1991). En esta tltima se ha propuesto como punto

de interaccion la liberacion del Ca®" y la inactivacion de receptores y/o las proteinas G.

Los ésteres de forbol pueden estimular la actividad de la bomba de Na" (Na'/K"
ATPasa) de las células acinares pancreaticas (Hootman y Williams, 1987), ademas de la
salida de Ca®" citosolico (Muallem, 1989). También se ha descrito un incremento en los
niveles de 4cido araquiddnico a cargo de la PKC, a través de la activacion de la PLA;
(Pandol y cols., 1991). La actividad del intercambiador Na'/H" se ve estimulada por su
fosforilacion en respuesta a la estimulacion de las células con factores de crecimiento,
¢ésteres de forbol, acido ocadaico y suero fetal bovino, y se ha implicado en esta

fosforilacion a la PKC (Yun y cols., 1995).

En otros modelos, por el contrario, parece tener una accién cooperadora, ya que
puede activar canales de entrada de Ca™" extracelular dependientes de voltaje (Rana y
Hokin, 1990); esto no ocurre en el pancreas exocrino, en donde estos canales no existen.
Esta cooperacion entre Ca’” y PKC ha dado lugar a la propuesta de Rasmussen y cols.
(1986) segun la cual, tras actuar inicialmente el Ca®" liberado por el IP3, la respuesta

estaria apoyada por la actividad de la PKC (estimulada por este mismo Ca™").

Otro papel asignado a la PKC es la modulacién del sistema del AMPc. Swandito y
cols. (1989) trabajando con acinos pancreaticos observaron que el TPA produce un
incremento en los niveles de AMPc citosolico inducidos por VIP, y proponen que se

debe a una modulacion de las proteinas G o G; controladoras de la AC.
2.5.2.4.- Nucleotidos ciclicos.
2.5.2.4.1.- Adenosina monofosfato ciclica.

Junto con la via del Ca®*, el AMPc parece jugar un importante papel en la
regulacion de las respuestas secretoras pancreaticas (Gardner y Jensen, 1981; Hootman

y Williams, 1987). Este hecho se basa en las siguientes evidencias:
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. varias hormonas y neurotransmisores, que estimulan la secrecion

fluida y de proteinas, producen un incremento en los niveles de AMPc.

. analogos sintéticos del AMPc tales como el dibutiril AMPc o el 8-Br
AMPc, estimulan también la secrecion de proteinas y electrolitos en

células pancreaticas.

. la estimulacion de la AC o la inhibicion de la fosfodiesterasa conducen
ambas a un incremento en la actividad secretora de las células acinares
(Schulz y Stolze, 1980; Pearson y cols., 1981; 1984; Petersen, 1982;
Williams, 1984; Williams y Hootman, 1986).

Los péptidos de la familia de la secretina (secretina-VIP-glucagon) estimulan la
secrecion en las células acinares pancredticas mediante la modulacién de la via del
AMPc. En suspensiones de acinos pancreaticos (Korman y cols., 1980) o de células
aisladas (Robberecht y cols., 1976) de cobaya, tanto la secretina como el VIP
incrementan los niveles de AMPc citosolico de entre 8 a 30 veces el basal. En presencia
del inhibidor de la fosfodiesterasa 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) se produce un
mayor incremento en los niveles de este nucledtido ciclico (Gardner y cols., 1982). La
elevacion observada en los niveles de AMPc en respuesta a secretina y VIP es el
resultado de la activacion de la adenilato ciclasa localizada en la membrana de las
células acinares pancreaticas, conclusion apoyada por estudios bioquimicos y
citoquimicos (Rutten y cols., 1972; Long y Gardner, 1977; Robberecht y cols., 1982).
La CCK también puede activar la AC cuando es administrada a muy elevadas

concentraciones (Bruzzone, 1990).

Recientemente se han encontrado moléculas endogenas que presentan actividad
via AMPc; un péptido, localizado en células intestinales y en cerebro, el PHI, el factor
hipotaldmico liberador de la hormona del crecimiento (rhGRF) y el polipéptido
pituitario activador de la adenilato ciclasa (PACAP-38), incrementan los niveles de
AMPc en el cobaya, presumiblemente actuando sobre los receptores del VIP (Jensen y

cols., 1981; Pandol, 1984; Raufman y cols., 1991).
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Compuestos que estimulan la actividad de la ciclasa o los que inhiben la de la
fosfodiesterasa también afectan al metabolismo del AMPc. La toxina del colera es capaz
de elevar los niveles de AMPc en acinos pancredticos de cobaya (Gardner y Rottman,
1979) y de rata (Smith y Case, 1975; Pan y col.s, 1982) por modificacion covalente de
su proteina Gg. La forskolina, un diterpeno aislado de una raiz (Coleus), es un potente
activador de la AC, elevando hasta 30 veces los niveles de AMPc citosolico en células

pancreaticas de rata (Heysler, 1983).

Los inhibidores de la fosfodiesterasa como la IBMX, la teofilina y el Ro 20-174
presentan, por si mismos, pequefos efectos sobre el metabolismo del AMPc; pero son
capaces de potenciar en gran medida los efectos que sobre éste presentan la secretina o

el VIP (Koeman y cols., 1980; Gardner y cols., 1982).

Este papel no es solo aplicable al tejido acinar propiamente dicho, sino que el
AMPc también es un mensajero en el caso de las células ductulares del pancreas (Folsch
y Creutzfelt, 1976; Schulz, 1987), en las que ademas es mas sensible la estimulacion
con secretina (Milutinovic y cols., 1977), siendo el mensajero intracelular limitante para
la poduccion de fluido y electrolitos en el pancreas (Kempen y cols., 1975). También
hay una serie de secretagogos que pueden inhibir la via del AMPc, como ocurre con la
somatostatina “in vivo” (Rutten y cols., 1972; Esteve y cols., 1983; Singh, 1985;) y la
ACh (Singh, 1983).

El mecanismo efector de este nucleétido ciclico es la activacion de una cinasa
dependiente de AMPc, la PKA. Se la ha localizado en el tejido pancreatico y la
secretina y el VIP, pero no la CCK, incrementan su actividad (Jensen y Gardner, 1978;
Holian y cols., 1980). Existe menos informacion para el patron de fosforilacion
producido por la PKA que en el caso de las cinasas activadas por la ruta de los
fosfolipidos de inositol; se sabe que fosforila una serie de proteinas en las células del
pancreas, de identidad desconocida y diferentes a las que se fosforilan por el Ca** y la

PKC (Hootman y Williams, 1987).
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2.5.2.4.2.- Guanosina monofosfato ciclica (GMPc).

Otro posible mensajero intracelular es el GMPc. Sus niveles intracelulares se
incrementan tras la estimulacion con ACh, CCK y los ionéforos de Ca*" (Christophe y
cols., 1976; Kapoor y Krishna, 1978), aunque su papel en la secrecion pancredtica esta
bastante menos establecido que el del AMPc (Tremblay y cols., 1988). La elevacion de
los niveles citoplasmaticos de GMPc, mediante el empleo de derivados no
metabolizables como dibutiril GMPc o el 8-Br GMPc, o activando la guanilato ciclasa
con nitrosourea o nitroprusida, no presenta efectos sobre el flujo de Ca®" ni la secrecion

de amilasa (Gunther y Jamieson, 1979; Menozi y cols., 1989).

Por tanto el incremento en los niveles de GMPc en respuesta a los secretagogos
fisiologicos (ACh, CCK) parece ser secundario al incremento en la [Ca®*];. Por ahora no
hay un papel claramente definido para el GMPc en las células acinares pancredticas,
aunque recientemente se ha propuesto un papel mediador en la entrada de Ca*" (Pandol

y Schoeffield-Payne, 1990).

Este nucleotido se forma por la accion de la enzima guanilato ciclasa y es
metabolizado por una fosfodiesterasa de manera similar a como ocurre con el AMPc.
Igualmente, existe una cinasa dependiente de GMPc, anédloga a la PKA para el AMPc,

que media su accion (Hardman y Sutherland, 1969; Tremblay y cols., 1988).
2.5.2.5.- Acido araquidonico (AA).

Cuando se estimula el pancreas con un secretagogo, es posible la formacion de
otros metabolitos ademéas de DG, a partir de este ultimo. Diversos autores han descrito
que tras la administraciéon de los secretagogos se produce un incremento en la
produccion de AA (Halenda y Rubin, 1982; Dixon y Hokin, 1984; Pandol y cols.,
1991). Este compuesto es liberado secuencialmente a partir de los fosfatos de inositol
tras la actuacion secuencial de una PLC y una diglicérido lipasa. A concentraciones
elevadas de secretagogos también se activa la PLA;, que hidroliza PC ademaés de otros

fosfatos de inositol, generando AA.

La adicion de AA a acinos pancredticos “in vitro” estimula ligeramente la

2
+]i

secrecion de amilasa (Pandol y cols., 1991) e incrementa la [Ca™ ]; independientemente
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de IP; (Tsunoda y Owyang, 1995). En acinos pancreaticos de rata, este compuesto es
capaz de incrementar la secrecion de amilasa solamente cuando se administra a elevadas
concentraciones (Stenson y Lobos, 1982). Pero también se han descrito efectos
inhibidores sobre la secrecion pancreatica (Chaundhry y cols., 1988; Maruyama, 1990).
Estos estudios revelan que la inhibicion producida por la administracion de AA se
produce como resultado de una disminucion en la produccion de PIP; e IP; inducida por

los secretagogos.

El AA es metabolizado en las células acinares por una cicloxigenasa y una
lipoxigenasa, dando lugar a la sintesis de prostaglandinas y leucotrienos (Banschbach y
Hokin-Neaverson, 1980; Stenson y Lobos, 1982; Dixon y Hokin, 1984). Hay un trabajo
en el que se describe que un inhibidor de la 5-lipoxigenasa, el AA861, bloquea la
secrecion de amilasa estimulada por CCK, carbacol y bombesina (Marshall y cols.,
1982). A pesar de ello, actualmente no existen evidencias claras que impliquen a las
prostaglandinas y leucotrienos como mensajeros intracelulares en las células acinares

pancreaticas.
2.5.3.- Acciones de los mensajeros intracelulares: efectores.

Se han identificado y caracterizado varios mensajeros intracelulares de las células
acinares pancreaticas, pero es comparativamente poco lo que se sabe sobre los
mecanismos mediante los que actian para inducir la exocitosis asi como la secrecion

fluida, la sintesis de proteinas y la expresion de genes.

Todos los mensajeros intracelulares, aunque existen otros mecanismos por los que
se puede llegar a este mismo fin, activan proteinas cinasas y fosfatasas y regulan, por
tanto, el estado de fosforilacion de las proteinas celulares (Cohen, 1985). Ademas
existen datos que apoyan la idea de que los cambios producidos en la fosforilacion de
proteinas reguladoras estan implicados en la mediacion de la accion de las hormonas y

neurotransmisores en las respuestas celulares en gran nimero de tejidos.
2.5.3.1.- Proteina cinasa C.

Esta proteina, identificada como una cinasa dependiente de Ca*" y fosfolipidos

para su activacion, es activada por DG (Nishizuka y cols., 1984), y ya hemos hablado de
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ella cuando nos referimos al papel del DG como segundo mensajero en las respuestas

del pancreas exocrino a la estimulacion con secretagogos.
2.5.3.2.- Cinasas activadas por nucledtidos ciclicos.

Aunque es posible para algunos mensajeros intracelulares unirse y activar
directamente una proteina, como es el caso del ion Ca’” y la gliceraldehido
deshidrogenasa mitocondrial (Rassmussen y Barret, 1984) o los canales i6nicos
activados directamente por este mismo ion, la mayoria de las acciones de estos se

inician en un receptor intracelular.

Todos los efectos conocidos del AMPc estan mediados por una proteina cinasa, la
PKA (Krebs y Beavo, 1979; Taylor y cols., 1990). La unién del AMPc a la subunidad
reguladora de la cinasa lleva a su disociacion y activacion de la subunidad catalitica. En
el pancreas de rata, cobaya, ratébn y conejo ha sido posible detectar la activacion de
cinasas por nucleotidos (Cenatiempo y cols., 1975; Jensen y Gardner, 1978; Burnham y

Williams, 1984).

De la PKA se han encontrado dos isoformas en el pancreas, ademas de en otros
tejidos (Nigsam y Blobel, 1989), capaces de fosforilar histonas tipo II y III exogenas.
Ademas también son capaces de fosforilar proteinas pancreaticas endogenas (Freedman
y Jamieson, 1982; Burnham y Williams, 1984; Ederveen y cols., 1989). A pesar de que
se han realizado innumerables estudios, los sustratos de la cinasa activada por AMPc no

son bien conocidos.

Para el caso del otro nucledtido ciclico, el GMPc, para el que se ha descrito
implicacion en el acoplamiento estimulo-secrecion en el pancreas exocrino actualmente
se tiene incluso menos informacion que para el anterior, aunque Jensen y Gardner

(1978) fueron capaces de diferenciar cinasas activadas por AMPc y GMPc.
2.5.3.3.- Ca’*-calmodulina.

La mayoria de las acciones del calcio se inician con su unidon a enzimas que no
presentan actividad catalitica. A excepcion de la troponina del musculo esquelético, la

. , . 2+ .
proteina mas abundante a la que se une el ion Ca”™ es la calmodulina, a la cual ya nos
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hemos referido en otro apartado de esta introduccion cuando hablamos de los

mecanismos efectores del Ca®".
2.5.3.4.- Fosfatasas.

La fosfatasas tienen implicacion en la regulacion de los procesos celulares ya que
el estado de fosforilacion de las proteinas celulares es el resultado del equilibrio
existente entre la actividad de las cinasas y fosfatasas (Cohen y Cohen, 1989). En las
células eucariotas se han encontrado hasta cuatro clases diferentes de fosfatasas
especificas para serina/treonina: 1, 2A, 2B y 2C. Se ha visto que la tipo 2B es
dependiente de Ca>", que la 2C es dependiente de Mg, y que la tipo 2A no depende de
cationes divalentes. Recientemente, mediante el empleo de inhibidores, como el acido
ocaddico, se han podido identificar mejor los tipos existentes de fosfatasas (Bialojan y
Takai, 1988). Estas fosfatasas se encargan de defosforilar distintas fosforilasas cinasas,

asi como sustratos protéicos fosforilados.

En el pancreas de rata se han encontrado los tipos 1 y 2 de fosfatasa (Burnham,
1985). Sus sustratos en el pancreas exocrino no se han podido identificar, pero parece
posible que sean responsables de los procesos de defosforilacion activados por los
secretagogos; recientemente se ha descrito la presencia del tipo 2A en el pancreas de
rata, donde se ha mostrado responsable de la defosforilacion del receptor de la CCK

(Wagner y cols., 1992).

El empleo de inhibidores de la actividad de las fosfatasas ha demostrado tener
efectos sobre los procesos de secrecion en el pancreas exocrino; asi, el acido ocadaico, a
concentraciones del rango de micromolar, inhibe la secrecion de amilasa estimulada por
CCK, carbacol y bombesina (Wagner y cols., 1992b). Su efecto se ha relacionado con
los tltimos pasos en el proceso de acoplamiento estiumulo-secrecion, ya que sus efectos
manifestaron tener una pequena inhibicion sobre el metabolismo de los fosfolipidos de

inositol.
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2.5.3.5.- Fosforilacion de proteinas.

Mediante el empleo de *’P para marcar el ATP de la célula se han podido
encontrar proteinas cuyo estado de fosforilacion se modifica en respuesta a los

secretagogos y a los mensajeros intracelulares.

En acinos pancreaticos de rata y raton, se ha encontrado una fosfoproteina
identificada como proteina ribosomal S6. Es una proteina de 32 kD cuya fosforilacion,
que podria estar implicada en la sintesis de proteinas, aumenta tras la estimulacion con
CCK, carbacol, secretina e insulina (Burnham y Williams, 1982; Freedman y Jamieson

1982a; 1982b; Jahn y Soling, 1983; Vandermeers y cols., 1984).

Otra fosfoproteina implicada en la sintesis de proteinas y regulada por los
secretagogos en los acinos pancredticos es el factor de elongacion 2 (Nairn y Palfrey,
1987). Es una proteina soluble de 95-100 kD regulada especificamente por la cinasa III
activada por el complejo Ca*"-calmodulina. Su fosforilacién ha revelado conducir a la

inhibicién de la sintesis de proteinas.

Otras proteinas reguladas por los secretagogos en las células acinares pancreaticas
son la cadena ligera de miosina (Burnham y cols., 1988), el receptor de la CCK
(Klneppelberg y cols., 1991), la fosfocolina citidil transferasa (CTP) (Groblewski y
cols., 1992), etc. Incluso existe fosforilacion de proteinas que aun no se han podido
identificar (Burnham y cols. en sus investigaciones aluden a nueve proteinas solubles
que son reguladas en respuesta a la estimulacion por carbacol y CCK). En acinos
pancreaticos de raton y cobaya el TPA y el iondforo del Ca®" A23187 alteran la
fosforilacion de diversas proteinas implicadas en las rutas metabdlicas de distintos

secretagogos.

También se ha sugerido que la actividad tirosina cinasa estd implicada en el
control de la secrecion y de los segundos mensajeros, ya que hay pruebas de que
mediante el empleo de inhibidores de estas tirosinas cinasas se han podido inhibir las
respuestas pancredticas a la estimulacion con secretagogos (Lutz y cols., 1993). Otra
evidencia que implica a las tirosinas cinasas en las respuestas a secretagogos es el hecho

de que la aplicacion de fosfatasas especificas de tirosinas a células acinares
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permeabilizadas incrementa la secreciéon de amilasa dependiente de Ca®" (Jena y cols.,

1991).

Sobre los secretagogos que actuan sobre la via del AMPc y la fosforilacion de
proteinas se han realizado pocos ensayos hasta la fecha. La secretina y el VIP aumentan
la fosforilacion de la proteina ribosomal S6 (Freedman y Jamieson, 1982; Vanderneers

y cols., 1984).

La integracién y potenciacion de los mecanismos intracelulares se produce en
gran medida al nivel de las cinasas y fosfatasas y las proteinas que éstas regulan. De
gran importancia en el futuro serd la identificacion de las proteinas implicadas

directamente en los procesos de exocitosis.
2.5.4.- Interacciones entre secretagogos en el pancreas exocrino.

Hace mas de una década que se postuld en el pancreas exocrino la existencia de
potenciacion entre diferentes secretagogos. Por potenciacion se entiende la interaccion
entre dos agentes estimulantes, fruto de la cual la respuesta celular es mayor que la

suma de las respuestas obtenidas si ambos agentes se administran por separado.

Gardner y Jensen (1981) describieron en la secrecion pancredtica dos patrones
basicos de interaccion entre secretagogos: al lado de la mencionada potenciacion al
emplear agentes que actian a través de distintas vias de acoplamiento estimulo-
secrecion, indicaron que dos agentes que activen el mismo mecanismo no presentan
potenciacion, y ni siquiera aditividad, si se administran a dosis maximas; ademas existe
dependencia de las dosis utilizadas. Estudios posteriores en nuestro laboratorio han
revelado que la aplicacion simultanea de varios secretagogos no induce una respuesta
pancredatica potenciada (Francis y cols., 1990; Salido y cols., 1992; Gonzélez y cols.,

1993; Camello y cols., 1994).

La interaccion entre secretagogos es un fendmeno muy concreto que se observa
tan solo en algunas respuestas celulares (Burnham y cols. 1984), y presenta cierta
dependencia en cuanto al tiempo. Gardner y Jensen (1981) describen como su aparicion,
en el caso del efecto del VIP sobre la respuesta a la CCK, precisa que ambos agentes se

administren simultaneamente.
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Finalmente hay que afiadir que la potenciacion se produce en la respuesta del
pancreas, y no en los factores intracelulares que llevan a ella (Collen y cols., 1982), y
que incluso la interaccion entre secretagogos puede llevar a la desensibilizacion del
pancreas (Gardner y Jensen, 1981). Este fenomeno consiste en una reduccion de las
respuestas a un agonista cuando previamente se ha sometido al tejido a la accién de ese
mismo agente o de otro agonista. El significado fisioldgico se ha sefialado como un
medio de modular las respuestas a concentraciones excesivamente elevadas de los

secretagogos.
. . + o r rqe
2.6.- Importancia del ion Mg2 en la secrecion pancreatica.

El ion Mg”" esta implicado en numerosos procesos celulares fisiologicos y
bioquimicos: es cofactor para mas de 300 enzimas (Wacker, 1968; 1980), participa en
los procesos de sintesis de ARN y ADN (Henrotte, 1993), en la contraccion muscular
(Altura y Altura, 1995), en la secrecion de enzimas (Neilsen y Petersen, 1972; Francis y
cols., 1990; Wisdom y cols., 1995) y hormonas (Curry y cols., 1977; Backer y Knight,
1978). También se ha demostrado su participacion en la regulacion de las actividad de
los sistemas de transporte de diversos iones (Na'/K™ ATPasa, Ca*"-ATPasa, K'/H'-
ATPasa, los transportadores Na"/K'/CI, Na”/CI" y los intercambiadores Ca>*/Na" y
HCO57/CI', asi como la regulacién de canales para Na', K™y Ca*") (Squire y Petersen,
1987; Agus y cols., 1989; Flatman, 1984; 1990; 1993). Ademas participa en otros
procesos metabdlicos celulares (sintesis de proteinas) y en el mantenimiento de
propiedades estructurales de la célula (estabilizacion de las membranas y potenciales

eléctricos) (Birch, 1993).

El ion Mg®" lo podemos encontrar en la célula en dos formas: ionizado o libre y
unido a componentes del citosol celular. Es el Mg en la forma ionizada el regulado por
medio de los sistemas de transporte. Asi, ha sido posible determinar la concentracion de
Mg®" libre citosélico ([Mg>'];) empleando técnicas como la resonancia magnética
nuclear (NMR) (Gupta y cols., 1978; Flatman, 1980; Corkey y cols., 1986; Levy y cols.,
1988), microlelectrodos (Alvarez-Leefmans y cols., 1987) e indicadores fluorescentes

(Raju y cols., 1989).
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Su concentracion en la mayoria de las células animales varia entre 0,2 y 1 mM, lo
cual, representa menos del 10% del contenido total de Mg®". En estas células la [Mg*'};
se mantiene por debajo del valor que deberia tener en funcion del equilibrio
electroquimico, siendo la concentracion de Mg2+ extracelular ([Mg2+]0) de

aproximadamente 0’5 mM (Flatman, 1984).

El Mg”" se libera junto con enzimas digestivas en las secreciones salival (Nielsen
y Petersen, 1972) y pancredtica (Sullivan y cols., 1974), y se cree que esta distribuido en
microsomas (Clemente y Meldolesi, 1975) y granulos de zimogeno. Las membranas de
estos ltimos parece presentar requerimientos de Mg para los procesos de hidrélisis de

nucleotidos y los di y trifosfatos.

La modificacion de los niveles extracelulares de Mg®" no presenta efectos
cuantificables sobre la secrecion basal de jugo pancreatico, pero parece tener una fuerte
influencia sobre la secrecion de enzimas y jugo pancredtico en respuesta a los
secretagogos (Lennard y cols., 1989; Wisdom y cols., 1995) o tras la activacion nervios
intrinsecos (Wisdom y cols., 1994; Juma y cols., 1995). Una elevada [Mg%]O inhibe la
secrecion pancreatica inducida por la estimulacion con secretagogos, mientras que una
baja [Mg”], presenta el efecto contrario (Lennard y cols., 1989). Finalmente
variaciones en la [Mg>'], llevan a que se produzcan cambios en la [Mg”']; que ademas
parece tener implicaciones importantes en los mecanismos de acoplamiento estimulo-
secrecion. Una alta [Mg*'], conduce a un incremento en la [Mg*'];, mientras que cuando
su concentracion en el medio extracelular es reducida la intracelular disminuye

ligeramente (Lennard y Singh, 1991; 1992; Wisdom y cols., 1995).

La estimulacion de células acinares pancreaticas con ACh, CCK y carbacol
conduce a una disminucién en la [Mg2+]i, sin embargo la estimulacion con adrenalina o
noradrenalina no presenta efectos significativos sobre este parametro (Lennard y Singh,
1991). Estos autores concluyen que las variaciones detectadas en la [Mg®]; podrian
tener alguna relacion con la salida que ellos detectan de este ion en el perfundido

procedente de segmentos pancreaticos.
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2.6.1.- Aspectos espaciotemporales de la sefial de Mg“.

Ademas de por el empleo de la NMR y la espectrofotometria de absorcion
atomica, el conocimiento de la homeostasis del ion Mg”>" ha venido mejorado por el
desarrollo de indicadores fluorescentes sensibles a la concentracion de Mg®", mag-fura-
2 (Rajuy cols., 1989; Lennard y Singh, 1990) y mag-fura-5 (Illner y cols., 1992), lo que
permite corroborar y ampliar los conocimientos que se habian adquirido por las técnicas

aplicadas con anterioridad.

Las células acinares pancreaticas presentan la caracteristica de ser polarizadas. En
condiciones de reposo, la fluorescencia emitida por las células cargadas con mag-fura-2
no es uniforme a lo largo de toda la superficie de la célula, indicando que el ion Mg*" no
estd uniformemente distribuido en las células acinares pancredticas. Asi, se ha
encontrado la mayor intensidad de fluorescencia, es decir predominio de contenido de
Mg**, en el polo secretor cuando las células no eran estimuladas. Tras la estimulacion
con CCK se produce un incremento en la [Mg”']; en toda la célula, lo que viene a durar
unos 30 segundos, y se presenta la mayor intensidad de fluorescencia en el polo secretor
comparado con el basal. Progresivamente, la fluorescencia emitida disminuye hacia
valores basales y se sigue de una reduccion a lo largo de toda la membrana basolateral

(Wisdom y cols., en prensa).
2.6.2.- Mecanismos de transporte de Mg*".

Estudios iniciales sobre los mecanismos que podrian participar en el transporte de
este ion sugirieron que era bastante dificil cambiar el contenido celular de Mg”". Para
aclarar dudas sobre este proceso se incubaron diversos tipos de células durante largos
periodos de tiempo en presencia tanto de altas concentraciones del ion como en
presencia de quelantes, sin que se produjeran importantes modificaciones en el
contenido total de Mg”". Este hecho, junto con los resultados observados en estudios en
los que **Mg*" se equilibraba lentamente a través de las membranas celulares, llevo a la
conclusion de que la permeabilidad de la membrana para este ion era baja (Flatman,

1984; 1988) y que no existian mecanismos especificos para el transporte de Mg*".
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Tras la realizacion de diferentes estudios que intentaban caracterizar el transporte
de Mg®", se observd que es posible que en la célula la mayor parte de este ion se
localice en algin depdsito o bien unido a sustratos celulares. Esta conclusion dependia
del hecho de que el tratamiento de las células con el ion6foro A23187, en presencia de
elevadas concentraciones de Mg”™ en el medio extracelular, no conducia a su
redistribucion en el citosol celular (Feray y Garay, 1986; Gunther y cols., 1990).
Ademas, de los estudios realizados por Romani y Scarpa (1992) se desprende la

posibilidad de que el depésito intracelular para el ion Mg®" sea la mitocondria.

Las nuevas técnicas empleadas han permitido realizar un examen mas detallado
sobre la homeostasis del ion Mg”" y muestran suficientes evidencias acerca de la
existencia de sistemas especificos del transporte de Mg”" en las células animales. En
estudios que utilizaban determinaciones mediante espectroscopia de absorcion atomica,
se encontré que la estimulacion con secretagogos (ACh y CCK), asi como la
estimulacion eléctrica, tenian como resultado un aumento significativo en la salida de
Mg®" al efluente de segmentos pancreaticos. La estimulacién con secretina tenia como

resultado una entrada de Mg®" al tejido (Singh y cols., 1992; Wisdom y cols., 1994).

Los métodos de espectroscopia también se han empleado para caracterizar el
transporte de Mg”" en eritrocitos (Feary y Garay, 1986; Flatman y Smith, 1990; Gunther
y cols., 1990), asi como en células acinares pancredticas (Wisdom y cols., 1993a,
1993b; 1995). En estas células se ha encontrado una dependencia de Na’ para el
transporte de Mg>™ (Wisdom vy cols., 1995), pero este proceso no se ve afectado por el
tratamiento con antagonistas de los canales de Ca*" (diltiazen, verapamil o gallopamil)
(Lennard, 1991). La existencia de un mecanismo de transporte de Mg*" dependiente de
Na' ya habia sido descrita anteriormente en el axon gigante del calamar, en células
musculares de percebes y en sinaptosomas (Heinonen y Akerman, 1987). La fuente de
energia para el funcionamiento de este transportador no estd muy clara. Existen
evidencias que apoyan la idea de que la energia la proporcionan los gradientes de Na™ y
Mg*", y que el ATP seria necesario unicamente para mantener el transportador en un
estado de fosforilacion, activo, de manera que actuaria de manera catalitica mas que
como fuente de energia (Mullins y cols., 1977). Asi se asume que el transporte de Na"

siguiendo su gradiente hace que el transportador permanezca en un estado de alta
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energia y, esta energia es la que se utiliza posteriormente para el transporte de Mg

(Flatman, 1991).

Resultados que apoyan la existencia de un transporte de Mg>" dependiente de Na™
se han obtenido en ensayos en los que el tratamiento de células acinares pancreaticas,
cargadas con altos niveles de Mg, con bunetamida, SITS u ouabaina no presenta
efectos sobre el transporte de este ion. Por el contrario, el tratamiento con dinitrofenol,
amilorida, lidocaina o quinidina si producian una reduccién en la salida de Mg®" de
estas células. Estos resultados, junto con otros obtenidos en experimentos en los que el
Na' del medio extracelular era sustituido por NMDG, Tris o colina , condiciones en las
que la salida del ion al medio extracelular también se veia reducida, apoyan la idea de la
existencia de un transporte de Mg”" dependiente de Na™ en las células acinares

pancreaticas (Wisdom y cols., 1993a,b; Singh y Wisdom, 1995).

Se ha propuesto incluso la existencia de un intercambio Mg”"-Mg*", aunque los
ensayos realizados para su deteccion no han sido muy fructiferos (Flatman, 1991).
Finalmente cabria la posibilidad de un transporte de Mg*" independiente de Na*, como
por ejemplo un antitransporte Mg®"/H" o el simple transporte de Mg”" sin implicar otros
iones (uniport), como se ha sugerido en los casos en que se ha estudiado la regulacion
del nivel de Mg®" en mitocondrias (Flatman, 1984; Diwan, 1987). Estos sistemas
podrian existir claramente en diferentes tipos de membranas. La posibilidad de que el
ion Mg*" sea transportado junto con otros compuestos, es decir ligado a ellos (ATP o

aminodcidos) ha recibido menos atencion.

2.6.3.- Relacion entre Mg2+ y Ca’™ en la transduccion de sefiales en el

pancreas exocrino.

Actualmente se piensa que el ion Mg>" esta estrechamente ligado a la
movilizacion de Ca*" tanto desde los depositos intracelulares como el procedente del
medio extracelular (Case, 1984; Singh y Wisdom, 1995). Por ejemplo, el metabolismo
de los fosfolipidos de inositol (IP;) que conduce a la liberacion de Ca®" desde un
deposito intracelular depende de la actuacion de la enzima 5S-fosfatasa que, a su vez,

depende del ion Mg®" (Streb y Schulz, 1983; Sfears, 1989). En aquellas condiciones en
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las que la disponibilidad de Mg”*" es pequefia, la hidrélisis del IP; por esta enzima se ve

reducida.

En el RS del musculo esquelético el canal que libera Ca*" ha revelado ser sensible
a la [Mg®]i (Meissner y cols., 1986), resultando inhibido a concentraciones de Mg®" en
el rango de mM. Por el contrario, cuando la [Mg*']; es baja el canal se muestra abierto

(Capurro y Dormer, 1989).

En otros estudios se ha encontrado que modificando el nivel de Mg en el medio
extracelular se presentan marcados efectos sobre la entrada de Ca®" en el citosol tras la
estimulacion de las células acinares pancredticas con secretagogos, asi como los
cambios producidos por ellos en la [Ca*']; y en el patron oscilatorio de este ion, de
manera que una elevada [Mg”], reduce estos fenomenos mientras que cuando es baja se
ven facilitados (Francis y cols., 1990; Lennard y Singh, 1992; Wisdom y cols., 1994;
1995). Mas especificamente se sabe que el ion Mg®" es cofactor de la bomba de Ca*"
(Ca*"-ATPasa) del RE, la cual se encarga de la acumulacién de Ca>" en este deposito y
de devolver el nivel citosolico de este ion a los valores de reposo tras la estimulacion
con secretagogos (Scheurs y cols., 1976; Lambert y Christophe, 1978; Wacker, 1968;
1980; Brown y cols., 1987). Asi el ion Mg”" podria tener importantes implicaciones en a

iy ., 2+ ., , .
movilizacion de Ca”" durante los procesos de secrecion en el pancreas exocrino.
2.7.- pH intracelular.

A lo largo del proceso de seleccion natural han ido apareciendo diversos sistemas
en los organismos que tienen la finalidad de mantener la acidez y/o alcalinidad de los
fluidos corporales dentro de un rango bastante estrecho. Ello permite un control mas
ajustado de los procesos bioquimicos celulares ya que las reacciones catalizadas por
enzimas se ven enormemente afectadas por cambios en la acidez del medio. Por
ejemplo, cambiando la concentracién intracelular de hidrogeniones (H') de 79*10”
mol/l a 63*10° mol/l (un cambio de pH de 7’1 a 7°2) se incrementa casi 20 veces la
actividad de la fosfofructocinasa, la enzima limitante de la velocidad de la glucolisis.
También existen cambios importantes en la excitabilidad en el sistema nervioso cuando
existen variaciones en este parametro, cambios que podrian llevar a la muerte del

individuo (Attwell, 1986).
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El ion H' es tan reactivo con las proteinas y otros componentes celulares que su
concentracién (aproximadamente 10° veces menor que la de K, 100 nmol/l) debe estar
muy bien controlada, de lo contrario se verian afectados los procesos fisioldgicos y
bioquimicos de la célula. Para este fin existen sistemas tampdn y transportadores de

iones que se encargan de esta mision.

La principal funcion del pancreas exocrino es, como ya hemos comentado con
anterioridad, la secrecion de enzimas y un componente fluido, rico en HCOs', de
caracter alcalino. Cualquier movimiento de iones en un sentido u otro a través de la
membrana implica un desplazamiento de cargas y por tanto una posible variacion en el
pH existente a ambos lados de la membrana, de manera que deben existir mecanismos

encargados de la regulacion de este pardmetro.

Aunque la importancia bioquimica del pH intracelular (pH;) se ha conocido desde
hace mucho tiempo, solo recientemente se han podido determinar con exactitud los
valores del pH y sus variaciones, asi como la clarificacion de los mecanismos
implicados en su control, gracias al desarrollo de modernas técnicas. Los diferentes
métodos de que se dispone actualmente para medir el pH; indican que su valor esta
proximo al extracelular (pH,), pero ligeramente mas acido; por lo general se acepta que
el pH; en las células del organismo esta aproximadamente entre 6’9 y 7°4 (Roos y

Boron, 1981).

Se ha sugerido que algunos cambios que se observan en el pH; podrian tener un
papel como mensajero intracelular, pero en la mayoria de los casos el pH; es de tal

importancia que es mantenido tan constante como es posible.

Asumiendo un valor de 7°4 para el pH del medio extracelular y 7°2 para el pH;, el
potencial de equilibrio para los iones H' (Ey) puede ser calculado a partir de la ecuacién

de Nernst:

_RT ,_[Hl,

EH=0F ],
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donde [H], y [H]i son las concentraciones externa e interna de protones. A 20°C se
obtiene un valor de -11’6 mV (Thomas, 1986). Dado que el potencial de equilibrio para
un ion es aquel al que los movimientos del mismo hacia uno y otro lado de la membrana
celular son iguales, no es posible explicar un valor de pH; determinado sin la existencia
de algin mecanismo de transporte de iones. Dicho de otra manera, para un potencial de
membrana de reposo de -60 mV y un pH, de 7’4, el pH; deberia ser de 6’4, lo que cabria
esperarse si los H' estuvieran distribuidos pasivamente a través de la membrana celular

(Frelin y cols., 1988).
2.7.1.- Métodos para la determinacion del pH;.

Una de las primeras técnicas que se utilizo para la determinacion del pH; era la
homogeneizacion de tejidos y determinacion del pH por medio de un electrodo
convencional. Esta técnica fue empleada por Michaelis y Davidoff en 1912 en
eritrocitos. Los inconvenientes de este método eran que la produccion de acido lactico y
CO; continuaban tras la ruptura de las células, se mezclaban el medio extracelular y el
intracelular y se diluian los sistemas tampon de ambos medios, con lo que se estaban

produciendo cambios en el pH que se pretendia determinar.

Otra técnica que se aplico era la distribucion de acidos o bases débiles. Un éacido
0 una base débil, marcados, se anaden al medio en que se encuentran las células; una
vez que se habia alcanzado el equilibrio entre el interior y el exterior celular se
calculaba la distribucion del marcador (4cido o base) y posteriormenbte el pH,
asumiendo que la membrana celular es Unicamente permeable a las moléculas no
cargadas (De Vries, 1871; Overton, 1902). El acido débil mas comunmente empleado es
la 5,5-dimetil-4,4-oxazolidindiona (DMO). Este método se caracteriza por la facilidad
con que se puede llevar a cabo, pero presenta inconvenientes como la lentitud que puede
presentar la distribucion del marcador a través de la membrana, transformaciones
metabolicas de los acidos y/o bases utilizados o que el grado de disociacion del acido o

de la base en el medio intracelular no es conocido con exactitud.

Debido a que existen algunos pigmentos naturales que son sensibles a los cambios
de pH, se desarrollaron técnicas de colorimetria, basadas en los cambios de color que

estos experimentaban en determinadas condiciones. Para este fin De Vries (1871)
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demostrd que la betacinina, un pigmento intracelular, cambiaba de color cuando se
modificaba el pH. Al exponer fragmentos de remolacha roja a soluciones de NHj el
color se volvia marrén y més tarde amarillo. Més tarde Metchnicoff (1893) observo que
cuando unos protozoos ingerian un compuesto quimico (tornasol) se observaba un
cambio de color del azul hacia el rojo, de la misma manera que hacia Kite en 1913 en
sus trabajos con amebas a las que les introducia distintos compuestos que le hicieron

pensar que el medio interno de estos seres era neutro o ligeramente alcalino.

Posteriormente se han ido realizando nuevas aproximaciones y mejoras de las
técnicas elaborando una serie de compuestos quimicos fluorescentes sensibles a las
variaciones de pH dando lugar al nacimiento a las técnicas de fluorimetria. Estos
indicadores no atraviesan la membrana celular, con lo que tienen que ser inyectados o
bien transformados quimicamente afiadiendo un radical (éster) en su molécula, lo que
les permite atravesar facilmente la membrana celular y, una vez en el citosol, quedar
atrapados tras la hidrolisis por las esterasas celulares de éste. Esta técnica del uso de
indicadores fluorescentes captados por las células fue introducida por Ohkuma y Poole
en 1978, quienes la aplicaron al estudio del pH dentro de lisosomas de macrofagos
mediante el empleo de dextrano marcado con isotiocianato de fluoresceina; este
compuesto era excitado alternativamente con luz de longitud de onda de 495 y 450 nm y
la fluorescencia emitida se media a 519 nm. El cociente entre las fluorescencias
emitidas a cada una de las dos longitudes de onda de excitacién se tomaba como un
indice del pH. Hoy dia esta técnica emplea indicadores fluorescentes como la piranina
o derivados de la fluoresceina (Frelin y cols., 1988). El derivado méas comunmente
utilizado hoy dia es la biscarboxietilcarboxifluoresceina (BCECF). También se han
utilizado otros indicadores fluorescentes como el 4MU (Graber y cols., 1986) y SNARF
o el SNAFL (Lax y cols., 1994). Este método presenta las ventajas de no ser
destructivo, no ser caro y permitir detectar cambios rapidos de pH que pueden variar
entre 0’1 y 0’2 unidades de pH. El mayor inconveniente que presenta es que la
calibracion puede ser complicada, aparte del inconveniente que supone el introducir una

molécula extrafia en las células.

La resonancia magnética nuclear ('P-NMR) también se ha empleado para la

determinacion del pH;. Se basa en las propiedades magnéticas del nicleo del *'P. Fue
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empleada por primera vez en 1973 por Moon y Richards para la determinacién de las
variaciones de pH; en eritrocitos. Es una técnica no destructiva y no invasiva, que
presenta ademas la posibilidad de poder determinar variaciones de pH que ocurren con
relativa rapidez. Por contra necesita una instrumentacién compleja y gran preparacion

del investigador.

Para finalizar, otro método empleado es la determinacion de pH; mediante el uso
de microelectrodos sensibles al pH. Se ha desarrollado multitud de clases electrodos
destinados a este fin, cada uno con caracteristicas que les hacen mdas apropiados que
otros, y esto va en funcion de su complejidad. Constan de dos electrodos, uno sensor y
otro de referencia que se emplea para medir el potencial de membrana, y la técnica se
basa en que la diferencia de voltaje existente entre ambos electrodos es funcion lineal
del pH;. Las ventajas de este método son su simplicidad y facilidad de calibraciéon y la

determinacion continua del pH en un punto del interior celular (Roos y Boron, 1981).

La comparacion entre las distintas técnicas con que actualmente se cuenta para la
determinacion de las variaciones de pH; en las células animales debe tomarse con
precaucion, ya que cada una mide parametros diferentes, por lo tanto se pueden

encontrar discrepancias en los resultados obtenidos.
2.7.2.- Regulacion del pH;.

En la década de los afios 20 y comienzo de la de los 30, estaba generalmente
asumida la concepcion de que los iones pequefios como los H' y el K se distribuian a
través de la membrana celular de acuerdo con el equilibrio de Donnan. Asi la regulacion
del pH; implicaria la redistribuciéon de los iones de acuerdo con la relacion

—VmF
Y] _[KT) 10[ RT }
[H" ], KT,

Fue en 1934 cuando Fenn y Cobb encontraron evidencias de que esto no sucedia
de esa manera. Estos investigadores encontraron que el cociente [H']/[H'], es

sustancialmente inferior al cociente [K']/[K '], cuando determinaron el pH; en miisculo
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sartorio de la rana (el pH; era bastante superior al que se predecia segun la distribucion

de los iones K).

La posibilidad de que existieran mecanismos de transporte de iones no fue
concebida hasta 1955 cuando Hill propuso la existencia de un mecanismo para la
“extrusion” de los H' analogo a la bomba de Na'. Estos mecansimos compensadores,
que habian sido propuestos por los primeros investigadores sobre el tema, deberian
neutralizar no solamente los H™ que entran pasivamente en la célula, sino también el
acido procedente de al menos otras dos fuentes: metabolismo y movimiento de formas

ionizadas de acidos y bases débiles existentes en las células (Roos y Boron, 1981).
2.7.2.1.- Regulacion del pH; a corto plazo: tampones intracelulares.

La estabilidad del pH; requiere que el acido producido sea retirado o tamponado
tan pronto aparece. Cuando en la célula aparece una cantidad de 4cido/base que esta
afectando al pH se ponen en marcha una serie de mecanismos relativamente rapidos que
retiran o liberan H™ minimizando asi esta variacion. Los principales mecanismos que

participan en la regulacion del pH; a corto plazo son:

. tamponamiento quimico, en el caso que las sales de acidos y bases

e . .
débiles se combinan con los H' para formar compuestos no

disociados,
. transformacion por rutas metabolicas de estos acidos,
. translocacion de 4cidos y bases entre el citoplasma y el interior de los

organulos celulares.

En conjunto estos mecanismos son capaces de tener controlado hasta el 99°99%
de los 4cidos y bases que aparecen en la célula. Quizds el mas importante sea el
tamponamiento quimico, teniendo presente ademds que estos mecanismos unicamente

reducen los cambios originados en el pH; pero no impiden que se produzcan.

El tamponamiento quimico es la capacidad que tienen los acidos y bases débiles
. . + g .
de reaccionar rapidamente con los H' libres del medio, de manera que reducen los

cambios que estos puedan haber originado en el pH (Roos y Boron, 1981). La capacidad
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de tamponamiento del medio intracelular fue cuantificada por primera vez por
Henderson (1908) y Washburn (1908), quienes establecieron que un acido débil ejerce
su mayor poder de tamponamiento cuando la [H'] iguala su constante de disociacion;
pero esta definiciébn se comprobd unicamente empleando acidos que cumplian esta
condicién en soluciones neutras. Michaelis en 1922 propuso la definicion de capacidad
de tamponamiento intracelular que hoy es aceptada: cantidad de una base fuerte que
hay que anadir a una solucion tamponada para producir una pequeiia variacion de su

pH, y viene expresada por la formula:

dB

b= dpH

La capacidad de tamponamiento del medio intracelular se puede cuantificar
observando a lo largo del tiempo la variacién producida en el pH; tras una carga acida o
alcalina de magnitud conocida (Roos y Boron, 1981). Asi, va a reflejar la contribucion
de varios mecanismos de homeostasis. Estos procesos se producen con rapidez vy,
normalmente, de manera reversible minimizando la caida inicial del pHi, pero la
contribuciéon de cada uno de ellos de manera individual es dificil de establecer; las
reacciones implicadas en el tamponamiento quimico son de tipo ionico y se producen en
fracciones de segundo. La transformacion por medio de reacciones metabolicas
necesitan un poco mas de tiempo para llevarse a cabo, pero aun asi se completan en
varios segundos. También se incluye el tamponamiento realizado por los organulos

citoplasmaticos. Estos mecanismos se producen en la célula casi simultaneamente.

Existen otros mecanismos (transporte de iones) que posteriormente devuelven el
pH; a su valor normal después de que los mecanismos para el tamponamiento
intracelular han actuado; asi, esta recuperacion del pH; no se considera parte de los
sistemas de tamponamiento. Estos mecanismos de transporte de iones a través de la
membrana celular son relativamente lentos. Por ejemplo, son necesarios
aproximadamente 15 minutos para la recuperacion completa del pH; después de una
carga acida en células de musculo séleo de raton (Aickin y Thomas, 1977), y aun mas

tiempo en el caso de fibras musculares de percebe (Boron y cols., 1979).
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El transporte de iones a través de la membrana celular se puede distinguir en
funcion de su respuesta a la administracion de inhibidores, de las variaciones del pH; en
el tiempo y la especial caracteristica de ser sensible a factores como el pH, la [HCO5']

y/o la [Na'] extracelulares (Roos y Boron, 1981).
2.7.2.2.- Regulacion del pH;: mecanismos de extrusion de dcido.

Mientras que los sistemas de tamponamiento de los que dispone la célula
minimizan en cortos periodos de tiempo los cambios que se producen en el pH;,
cualquier recuperaciéon o restauracion del pH; de reposo requiere algin tipo de
transporte activo de iones. La mayoria de los estudios realizados sobre los mecansimos
de regulacion del pH; se han centrado en la recuperacion tras una acidificacion artificial
del citoplasma, gracias a lo cual se ha podido sugerir la presencia de diferentes sistemas

de transporte de iones en la membrana celular.
2.7.2.2.1.- Intercambiador Na'/H".

Representa el mecanismo mas ampliamente estudiado como sistema responsable
de la regulacion del pH; en las células animales, y estd presente en todos los tipos de
células que se han estudiado hasta la fecha. Su mision es el intercambio del ion Na™ por
H' de manera reversible y electroneutra. La fuerza que hace funcionar este
intercambiador es el gradiente de concentracion de Na' a través de la membrana celular.
En condiciones fisiologicas funciona como un sistema alcalinizador del medio

intracelular.

Este sistema se encontro por primera vez en la membrana del borde en cepillo de
células intestinales y de rifion hace ya 20 afos (Murer y cols., 1976), y en células
acinares pancreaticas en 1985 por Hellmessen y cols., para posteriormente ser objeto de
estudio en otra serie de investigaciones sobre diferentes tipos celulares (Bastie y cols.,
1988; Peral y cols., 1995) entre ellos las células acinares pancreaticas (Muallem y
Loessberg, 1990). Aparte de su funcién como regulador del pH;, estd implicado en otras
funciones como el transporte transcelular de Na', regulacion del volumen celular y
probablemente la proliferacion celular (Aronson e Igarashi, 1986; Grinstein y cols.,

1989).
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Su actividad depende tanto de la concentracion de Na'" en el medio extracelular
([Na'],) como del pH,. La salida de H' y entrada de Na" a través del transportador se

. + . .
incrementa cuando la [Na |, es elevada; lo mismo ocurre cuando el pH, es alcalino.

Se ha descubierto la existencia de distintas formas del intercambiador Na"/H" que
presentan pequefias diferencias entre si. El primer tipo fue clonado por Sardet y cols.
(1989) y se denomin6 NHEI. Posteriormente se han identificado otros tres tipos
denominados NHE2, NHE3 y NHE4 (Tse y cols., 1991; 1993; 1994). Todos ellos son
parecidos en su estructura primaria (NHE1, 815-820 a.a.; NHE2, 809-813 a.a.; NHE3,
831-832 a.a.; NHE4, 717 a.a.) y en la estructura secundaria sugerida. Unicamente se
diferencian en su presencia o no en los distintos tejidos y especies animales, en su
sensibilidad a diferentes inhibidores ensayados (todos ellos derivados del diurético
amilorida) y a los estimulos aplicados, y en sus propiedades cinéticas, pudiendo

coexistir varias isoformas en una misma célula.

Todos presentan dos dominios estructural y funcionalmente distintos: N-terminal
(10-12 a-hélices de membrana) y un largo dominio C-terminal localizado en el
citoplasma (Yun y cols., 1995). El significado funcional de la localizacion de las hélices
en el espesor de la membrana no se conoce con exactitud a excepcion de la M4, la cual
se ha reconocido como el lugar en el que la amilorida y sus derivados se unen para
inhibir al intercambiador (Counillon y cols., 1993; Yun y cols., 1993). La principal
funcién del intercambiador es proteger las células de la acidificacion del citoplasma. La
cinética del intercambiador para el Na~ extracelular sigue el modelo de Michaelis-
Menten, con un coeficiente de Hill de 1, lo que sugiere que hay un tnico punto de unién

para el Na' externo (Aronson, 1985).

A pesar de que el Na” extracelular sigue una cinética de Michaelis-Menten, los H"
intracelulares se alejan de este modelo clasico presentando un coeficiente de Hill entre 2
y 3 (Aronson y cols., 1982; Levine y cols., 1993; Orlowski, 1993; Tse y cols., 1993).
Los datos disponibles apoyan un modelo alostérico con al menos dos puntos de union
de los H'. Se piensa que, ademas del punto de unién de los H', existe un punto interno
modificador en el que la unién de los H' regula el funcionamiento del intercambiador.

La actividad de este intercambiador, medida como salida de Na" y entrada de H' es
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maxima a pH; acido y se reduce cuando el pH; aumenta por encima de 7°5 (Frelin y

cols., 1988).
2.7.2.2.1.1.- Regulacion.

La mayoria de los reguladores descritos hasta la fecha estimulan la actividad del
intercambiador Na'/H" e inducen una alcalinizacion del citosol, que puede llegar a
incrementar el pH hasta en 0’4 unidades (Frelin y cols., 1988). Su actividad se ve
influida por la [Na'],, y el pH,; pero también se ha visto que la presencia en el medio

extracelular de cationes como Li*" y NH," reducen su actividad (Aronson, 1985).

Factores de crecimiento: se ha demostrado que la estimulacion del intercambiador

Na'/H" por factores de crecimiento, que median su accién a través de la via de las
tirosinas cinasas, como el factor de crecimiento epidermal (EGF) y/o el suero fetal
bovino (FBS) se produce en parte por fosforilacion (Sardet y cols., 1990; 1991). Por
ejemplo, el NHEI es fosforilado unicamente en residuos de serina y no de treonina o
tirosina, y todos los factores de crecimiento presentan un patron de fosforilacion comin
(Sardet y cols., 1989). Asi, estos resultados sugieren que las rutas de transduccion de
sefales convergen en una cinasa comun que bien podria ser la proteina cinasa activada
por factores mitdgenos (MAP cinasa) (Sardet y cols., 1990) o bien una cinasa asociada
al intercambiador Na'/H" (Sardet y cols., 1991). Se sabe, sin embargo, que el extremo
C-terminal localizado en el citoplasma es esencial para su regulacion (Wakabayashi y

cols., 1992; 1994).

PKC: la activacion de la PKC es el proceso responsable de la accion de muchos
mitoégenos; asi se ha podido comprobar que el NHEI se localiza en los fibroblastos
junto con las placas de adhesion que son necesarias para su activacion. Esta union hace
que los elementos del citoesqueleto sean candidatos a proteinas accesorias que podrian
tener un papel importante en la regulacion de la actividad del intercambiador (Swartz y

Lechene, 1992).

Activacion dependiente de Ca’": recientemente se ha propuesto que la
calmodulina se une a una region del NHEI de una manera dependiente de Ca*", de

modo que la actividad de este intercambiador se veria aumentada tras una elevacion en
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la [Ca®™]; (Frelin y cols., 1988), aunque también podria participar alguna cinasa que

fuera dependiente del complejo Ca*"-calmodulina.

Regulacion por AMPc: en eritrocitos de trucha las catecolaminas incrementan los

niveles citosolicos de AMPc actuando a través de los receptores P-adrenérgicos, e
incrementan la actividad del intercambiador Na'/H". En células renales y en vesicula
biliar de Necturus, una elevacion de los niveles citoplasmaticos de AMPc conduce al

efecto opuesto, es decir a una reduccion en su actividad (Frelin y cols., 1988).

Hiperosmolaridad: el intercambiador Na'/H" juega un papel importante en el

proceso de captura de Na" por aquellas células que han sido sometidas a un tratamiento
con soluciones hiperosmoticas (“cell shrinkage™) (Grinstein y cols., 1985; 1986; 1992).
Fundamentalmente la forma NHE1 es la mas afectada por este proceso. Por el contrario,
recientemente se ha visto que la hiperosmolaridad reduce la actividad de los tipos NHE2
y NHE3 que eran expresados en la linea celular PS120 de fibroblastos (Yun y cols.,
1995). La inhibicion del NHE3 también se ha visto en las lineas celulares de tubo

proximal de rifion LLc-PK1 y OK (Soleimani y cols., 1994).

Se piensa que el efecto de las soluciones hiperosmdticas se ejerce a través de
cambios inducidos en las propiedades fisicoquimicas de la membrana celular, o en la
concentracion intracelular de solutos o de macromoléculas (Gardner y Burg, 1994). Para
finalizar se tiene la sospecha de que la activacion del intercambiador Na'/H" por los
tratamientos osmoticos esta relacionada con los mecanismos de regulacion del volumen

celular (Grinstein y cols., 1985; 1986).

Efectos del ATP: una reducciéon de los niveles de ATP en la célula reduce

drésticamente la actividad del intercambiador. Experimentalmente se ha constatado que
la reduccion del nivel de ATP celular se ve reflejada en una disminucion en la Vmax del
intercambiador y en su afinidad por los H' en el lado citoplasmético (Levine y cols.,
1993; Kapus y cols., 1994). Ademas los coeficientes de Hill se reducen de 2 a 1, de
manera que el perfil de la cinética para los H™ intracelulares se aproximaba al modelo de
Michaelis-Menten (Levine y cols., 1993). Se cree que la disminucion en los niveles de
ATP altera la conformacién del extremo citoplasmatico de la molécula del

intercambiador, de manera que se reduciria su estado de fosforilacion vy,
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consecuentemente, disminuiria la afinidad por los H' en el lado citosélico. Pero también
se ha sugerido que se podria producir una perturbacién en los fosfolipidos de la
membrana o una reorganizaciéon de los elementos del citoesqueleto, incluyendo las

fibras de F-actina, debido a la disminucién del ATP celular (Kapus y cols., 1994).

La implicacién del intercambiador Na'/H™ en los procesos secretores en el
pancreas exocrino ha sido el resultado de diversas investigaciones realizadas sobre esta
glandula en diferentes especies (Swanson y Solomon, 1975; Schulz, 1981; Bundgaard y
cols., 1981; Kuijpers y cols., 1984). Hellmessen y cols. (1985) en los estudios realizados
empleando células acinares pancreaticas de rata describen un intercambiador Na/H"
que esta regulado por el pH; y que presenta un alto grado de dependencia del ion Na'.
En otra especie como el cobaya, Bastie y cols. (1988) describen la presencia de este
intercambiador y aluden a que la PKC podria estar implicada en su activacion en
respuesta a la estimulacion por CCK y gastrina. La existencia del intercambiador
Na'/H" también ha sido propuesta en el caso de la linea AR4-2J de células pancreéticas,
donde Delvaux y cols. (1990) relacionan la activacion de este intercambiador con los
procesos de proliferacion celular. Asi mismo, se le ha implicado como uno de los
mecanismos responsables para el transporte de NaCl, recuperacion del volumen celular
y proliferacion en células acinares pancreaticas (Muallem y Loessberg, 1990) y que

aumenta su actividad en respuesta a la estimulacion por secretagogos.
2.7.2.2.2.- Sistemas dependientes de HCO;".

Los estudios encaminados al conocimiento de los mecanismos que regulan el pH
en las células animales se han basado en su mayoria en el intercambiador Na'/H', de
manera que los sistemas dependientes de HCOs;™ han recibido menos atencion. Las
condiciones en las que se realizaron los estudios anteriores se caracterizaban por la
ausencia de HCOj;™ en el medio con lo que la influencia de estos sistemas era nula. Sin
embargo en presencia de HCOj3™ estan activos otros sistemas de regulacion del pH; que
lo llevan a un valor estable cuando el intercambiador Na'/H"™ est4 inactivo (Frelin y

cols., 1988).

La demostracion de que en las células existen sistemas de regulacion del pH; que

son dependientes de HCOs™ es facil. Sin embargo, la identificacion del sistema que esta
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implicado y el andlisis de sus propiedades bioquimicas son mas dificiles de llevar a
cabo. Esto es asi porque existe mas de un sistema de transporte de HCO3', no existen
inhibidores potentes de estos sistemas y el ion HCOs se equilibra con el CO,, que es

volatil y que modifica el pH; por si mismo.

La regulacion del pH; por HCOs' requiere la existencia de un sistema de transporte
de HCOj; en la membrana y también una alta permeabilidad de ésta al CO,. Este

proceso se ve facilitado por la enzima anhidrasa carbdnica que cataliza la reaccion
HCO; +H' < CO; + H,0

Los sistemas de transporte de HCO;™ actuian tanto acidificando como alcalinizando
el citosol, celular dependiendo del flujo neto de HCO;5™ a través de la membrana. Un
flujo neto de HCOs™ hacia el interior se asocia a una alcalinizacidén, mientras que la

acidificacion esta asociada al proceso contrario.

Los tres principales mecanismos dependientes de HCOs™ que intervienen en la

regulacion del pH; son los que se detallan a continuacion:

a) Intercambiador CI/HCO; dependiente de Na™. Actia como alcalinizador
del medio intracelular. Su presencia es facil de probar demostrando que es posible la
recuperacion de una carga acida del citosol en un medio con Na™ y HCO; cuando se
esta empleando un inhibidor del intercambiador Na'/H™ (como por ejemplo la
amilorida). Esta recuperacion requiere CI,, y actia intercambiando Na' y HCOj
extracelulares por Cl"y H' intracelulares. Actlia a expensas de la energia proporcionada
por el gradiente electroquimico generado por el ion Na' a través de la membrana (Roos
y Boron, 1981). Su actividad es inhibida por los derivados del estilbeno, el 4,4’-
diisotiocianoestilbeno-2,2’-disulfonato (DIDS) y el 4-acetamido-4’-
isotiocianoestilbeno-2,2’disulfonato (SITS). La relacion entre la actividad del
intercambiador y la concentracion de Na' en el medio extracelular sigue una cinética de

tipo Michaelis-Menten (Roos y Boron, 1981).

Es un sistema de transporte de iones electroneutro, en el que un Na' y dos iones
HCOs™ son intercambiados por 1 CI” o bien Na" y HCOj3™ son intercambiados por H' y

CI". Asi existe un componente de Na' que entra en la célula y el sistema es dependiente
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tanto del HCO;™ extracelular como del CI intracelular. La existencia de Na" y HCO;5
promueve una salida de Cl” en condiciones en que se ha producido una acidificacion del

medio intracelular.

Juega un papel importante en la regulacion del pH en invertebrados como se ha
demostrado en experimentos realizados sobre el axon gigante del calamar (Boron y
Russel, 1983) y mas recientemente en fibroblastos de pulmén de hamster (LAllemain y

cols., 1985), células leucémicas humanas y en células Vero (Frelin y cols., 1988).

Este intercambiador atn no se ha podido caracterizar desde el punto de vista

molecular.

b) Intercambiador CI'/ HCO3 no dependiente de Na". Cataliza la salida neta de
HCOs5" actuando, por tanto, como un mecanismo acidificador del medio intracelular, ya
que participa activamente en los procesos de recuperacion de una carga alcalina del
citosol (Frelin y cols., 1988). Este sistema de transporte intercambia C1" por HCO;™ con
una estequiometria 1:1, con lo que se caracteriza por ser electroneutro, y sigue una
cinética de tipo Michaelis-Menten para la concentracion de CI” extracelular. Cuando se
reduce el contenido en ClI' del medio extracelular este sistema revierte su
funcionamiento y act@ia entonces como alcalinizador del citoplasma (Frelin y cols.,

1988; Muallem y Loessberg, 1990).

Su actividad depende de la presencia de HCOs en el medio, pero es independiente
de la presencia de Na', y también es inhibido por los derivados del estilbeno DIDS y
SITS. Su funcionamiento también se ve influido por el pH;, de manera que cuando éste
aumenta también aumenta su actividad y alostéricamente (Olsnes y cols., 1986;

Fineman y cols., 1990).

Este intercambiador se describi6 por primera vez en eritrocitos, células en las que
es fundamental para el transporte de CO,. Su distribucion es bastante amplia en los
diferentes tipos celulares; en las células epiteliales se ha descrito en la membrana apical
y también en la basolateral (Boron, 1986; Ilunddin, 1992; Peral y cols., 1995). En las
células acinares pancreaticas también se ha descrito fruto de experimentos en los que se

ensayaba la recuperacion del pH; en medios con HCOs™ pero en ausencia de Na' y CI
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(Muallem y Loessberg, 1990), aunque ya se habia aludido a su existencia con

anterioridad en experimentos en los que se ponia de manifiesto su dependencia del pH;.

Al igual que sucede con el intercambiador Na'/H', para este otro tipo de
intercambiador también se han descrito varias isoformas en funcién de su homologia
estructural en células de diferentes especies animales (AE-1, AE-2 y AE-3) (Kopito y
Lodish, 1985; Kopito, 1990; Alper, 1991).

Los distintos subtipos descritos son glucoproteinas con un peso molecular
aproximado de 100 Kdaltons y 10 a 14 hélices localizadas en el espesor de la membrana
celular. Los extremos amino y carboxilo terminal estan localizados en el citoplasma
(Liebermann y Reithmeier, 1988). El dominio de transmembrana del extremo C-
terminal es el lugar donde se ha propuesto que se lleva a cabo el intercambio de iones,
mientras que el N-terminal estaria implicado en la regulacion del intercambiador

(Kopito y cols., 1989; Kopito, 1990).

Se cree que pudiera estar localizado en la membrana basolateral y que podria tener
importantes implicaciones en el contenido de CINa de la secrecion fluida elaborada por
el pancreas exocrino. Pero hay estudios que no coinciden en sus resultados con los de
los autores anteriores y en los que se ha postulado que su localizacion es la membrana

del polo luminal (Muallem y Loessberg, 1990).

¢) Cotransportador Na'-HCOs". Este “simporter” se ha identificado en el
endotelio de la cornea de bovidos (Jentsch y cols., 1985) y en la linea celular BSC1 de
riflon (Jentsch y cols., 1985; 1986). La direccion del cotransporte esta determinada por
los gradientes electroquimicos a través de la membrana celular de los iones Na' y
HCOj;™ y por el potencial eléctrico de la membrana. En las células el sistema actua para
transportar HCOj;™ hacia el interior y por lo tanto es un sistema alcalinizador del
citoplasma. Es selectivo para el ion Na', se ha mostrado independiente de CI" y es

electrogénico (Jentsch y cols., 1986; Frelin y cols., 1988).

Su existencia también se ha descrito en células acinares pancreaticas (Muallem y

Loessberg, 1990) asi como en otras células del tracto gastrointestinal (Wenzl y cols.,
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1989), y se ve inhibido, al igual que los otros sistemas de transporte dependientes de

HCOj', por los derivados del estilbeno DIDS y SITS.

La estequiometria del transporte de estos iones podria ser 3 HCO;:1 Na® ¢ al
menos 2 HCOs: 1 Na™ (Wenzl y cols. 1989). Con un potencial de membrana de -50 a -
60 mV una estequiometria de 2:1 hablaria en favor de una entrada de HCO3", mientras
que la relacion 3:1 apoyaria la salida del ion al medio extracelular. Sobre la base de las
determinaciones de los movimientos de HCOs' y las consideraciones termodindmicas, la
principal funcion del cotransportador Na'-HCOs™ en las células acinares pancreaticas es

la salida de HCO5;™ (Muallem y Loessberg, 1990).

Es un sistema de transporte de iones que no se afecta por el tratamiento de las
células con amilorida (Muallem y Loessberg, 1990) pero se han descrito mecanismos de
transporte Na'-HCOj5 tanto dependientes (Roos y Boron, 1981) como independientes de
CI' (Boron y Boulpaep, 1983; Jetsch y cols., 1985). En las células acinares pancreaticas
este contransportador parece no depender del ion CI para su funcionamiento (Muallem

y Loessberg, 1990).

Las funciones del cotransportador Na'-HCO;  incluyen la regulacion del pH; y el
transporte de iones a través de la membrana, iones que luego apareceran en las

secreciones elaboradas por las células de estos tejidos.

Al igual que sucedia para el intercambiador Na'/H", la actividad de los sistemas
de regulacion del pH; dependientes del transporte de HCOs' est4 bajo control hormonal.
Olsnes y cols.(1986) demostraron que el tratamiento de células Vero y L con ésteres de
forbol conducia a la activacion del intercambiador HCO5/Cl'. En otros estudios se ha
visto que agentes que incrementan los niveles citoplasmaticos de AMPc inhiben el
intercambiador HCO;/CI" (Reus, 1987). Muallem y Loessberg (1990), en estudios en
los que evaluaban la recuperacion del pH; en células acinares pancreaticas tras una carga
acida en presencia de amilorida, revelan que la estimulacion con CCK-8 inhibe la

actividad de este cotransportador en un 41%.

En algunos estudios se ha encontrado una posible regulacion combinada de los

sistemas de transporte dependientes de HCO;™ y el intercambiador Na'/H'; asi por
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ejemplo en vesicula biliar de Necturus, el AMPc induce una inhibicidon tanto del
intercambiador Na'/H" como del HCO;/CI" (Reus, 1987; Frelin y cols., 1988). En
células renales de conejo la actividad del intercambiador Na"/H" y del cotransportador

+ - , . . . yqe
Na -HCOs™ varian paralelamente en los procesos de acidosis y alcalosis metabolicas

(Akiba y cols., 1987).
2.7.2.2.3.- Bombas de H".

Se ha propuesto que al menos tres bombas de H™ dependientes de ATP podrian

estar implicadas en la regulacion del pHi:

. ATPasa transportadora de H', que se ha encontrado en segmentos

distales de nefrona, vejiga de la orina de tortugas y epidermis de rana.

. ATPasa intercambiadora de K™ y H', de caracter electroneutro y

responsable de la secrecion de la secrecion acida géstrica.

. ATPasa de H' localizada en la membrana de vacuolas endociticas y

secretoras (Frelin y cols., 1988).

La ATPasa vacuolar se localiza en la membrana de los lisosomas, complejo de
Golgi, endosomas y en los granulos de secrecion (Bowman y cols., 1988; Pedersen y
Carafoli, 1989; Stone y cols., 1989) y se encarga de mantener el pH del espacio interno
de estos organulos entre 4’5 y 6’5 (Mellman y cols. 1986). En el proceso de exocitosis
la membrana de estas vacuolas se fusionan con la membrana celular con lo que puede
estar también localizada en este punto y participar en la regulacion del pH; (Cannon y

cols., 1985).

Se ha encontrado un tipo de ATPasa de H' en la membrana interna de las
mitocondrias, cloroplastos y en la membrana plasmatica de algunas bacterias. En las
mitocondrias y cloroplastos esta bomba participa en los procesos de sintesis de ATP
(Skulachev, 1977). También podria ocurrir que este transporte de H' estuviera acoplado
a un transporte de Ca’’, constituyendo asi un intercambiador o una bomba que
intercambia estos dos iones. Addanki y cols. (1968) observaron que la adicion de 0’5

mM de Ca®" al medio que rodeaba las mitocondrias con que estaban trabajando tenia
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como resultado un incremento en el pH dentro de las mitocondrias, indicando una
posible extrusion de H'. De modo inverso, la inyeccion de Ca®” en el citoplasma de
neuronas de caracoles conducia a una reduccion del pH; (Meech y Thomas, 1977;
1980), lo que explicaron basandose en la existencia de un transporte de Ca>" hacia el

. . . . . . +
interior de las mitocondrias en intercambio por H'.

En la membrana de los tilacoides de los cloroplastos también se ha propuesto la
existencia de esta bomba de H™ (Mitchel, 1976). El gradiente de H™ generado podria ser
utilizado como fuente de energia para la sintesis de ATP (Jagendorf 'y Uribe, 1966).

La ATPasa que intercambia H' y K’ se localiz6 inicialmente en la membrana
apical de las células parietales del estdmago (Ganser y Forte, 1973; Sachs y cols., 1976)

y es la responsable de la aparicion de acido en el jugo géstrico.

Estos tipos de ATPasas de H' se pueden diferenciar por su perfil farmacolégico,
siendo inhibidas por DCCD, NEM vy rotenona. El empleo de la bafilomicina Al ayuda a
distinguir los tres tipos porque inhibe fuertemente a la ATPasa vacuolar (Gretchen y
cols., 1994). La ATPasa H'/K" es inhibida por SCH 28080 (Abrahamse y cols., 1994),
por omeprazol (Lorentzon y cols., 1985) y vanadato (Planelles y cols., 1991).

Debido al funcionamiento de estas bombas de H', existe una
compartimentalizacion del pH en el interior de los orgénulos citoplasmaticos, lo que ha
podido ser determinado mediante el empleo de la base débil DAMP (Orci y cols., 1987)
que se reparte dentro de los compartimentos celulares en funcion del pH existente en su
interior. De esta manera se sabe que dentro del complejo de Golgi el pH es de 7°0, en
las vacuolas de condensacion de 5’6, en las granulos de zimogeno de 6’5 y en los

lisosomas de 5°3.

Existen otros posibles mecanismos de transporte de iones que podrian estar
implicados en la regulacion del pH;. Recientemente se ha descrito un intercambio K'/H"
en el borde en cepillo de vesiculas aisladas de células intestinales de pollo (Peral y cols.,
1995). En vesiculas procedentes del borde en cepillo de células renales se ha en
propuesto la presencia de una conductancia para H' (Frelin y cols., 1988) asi como en

eritrocitos de pollo (Peral y cols., 1995). Sin embargo la existencia de canales para H"
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parece no ser muy importante para el mantenimiento del pH;. Esto es debido a que en
condiciones fisioldgicas, o tras el bloqueo de los principales sistemas de mantenimiento
del pHi, éste presenta un valor por encima del gradiente electroquimico y es
relativamente insensible a cambios en el potencial de membrana. De ahi que su

significado fisioldgico no esté aun muy claro.

Hasta la fecha en el pancreas exocrino se ha propuesto la existencia del
intercambiador Na'/H', intercambiador CI/HCO; no dependiente de Na  y del
cotransportador Na'/HCO;™ no dependiente de CI° (Muallem y Loessberg, 1990). El
intercambiador Na'/H" retira acido del citoplasma, mientras que el intercambiador CI
/HCOs™ y el cotransportador Na'/HCOj;™ retiran alcalis para mantener el pH; estable

entorno a 7°1-7°2 aproximadamente (Muallem y Loessberg, 1990).
2.7.3.- Elion H' como mensajero intracelular.

La posibilidad de que las variaciones en el pH; funcionen como un mecanismo de
sefalizacion intracelular en las respuestas celulares a los estimulos fisiologicos, ha sido
objeto de atencidon en algunos estudios. El hecho de que las células regulen su pH; de
una manera muy precisa y que puedan, una vez activadas, cambiar el valor de pH;,
sugiere que estos cambios podrian representar una sefial en respuesta a mensajeros
extracelulares. El interés sobre la hipotesis del pH; como factor implicado en la
sefalizacion intracelular tras la activacion de los receptores celulares surgid tras la
observacion de que se producen cambios en este parametro acompanando a la accion de
hormonas y factores de crecimiento que median su accidn a través de la hidrolisis de los
fosfolipidos de inositol (L’Allemain y cols., 1984b). La estimulacion de acinos
pancreaticos de rata con CCK-8 se acompafia de una acidificacion inicial que es
independiente de cualquier mecanismo que transporte acido y/o base que esté localizado
en la membrana plasmatica (Muallem y Loessberg, 1990); en fibroblastos, Ives y Daniel
(1987) describen una acidificacion del citoplasma de estas células cuando se les
estimula con el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), bombesina y
bradicinina, y que estas respuestas no se veian afectadas por la presencia de amilorida,
aunque ellos finalmente relacionan estos cambios en el pH; con los incrementos de la

[Ca®"); producidos en respuesta a estos agentes.
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Por el contrario, en otros casos, se ha sugerido que los cambios observados en el
pHi no son esenciales en la sefalizacion de los procesos desencadenados por la accion
de los mensajeros extracelulares cuando actian sobre sus receptores. Si esto fuera asi,
implicaria que algunas funciones celulares se pusieran en marcha por un cambio en el
pH; y que deberian ser altamente sensibles a estos cambios de pH; (Frelin y cols., 1988).
Se sabe que hay funciones celulares que dependen de una manera crucial en el pH;: la
fosfofructocinasa de la via de la glucolisis, la proteina cinasa ribosomal S6, canales para
Na“" y K’ en rifién; un cambio provocado en el pH; ha revelado que modifica la
endocitosis de transferrina y de factores de crecimiento en varios tipos de células (Frelin

y cols., 1988).

Pero podria ser que el incremento en la actividad de los diversos sistemas de
intercambio de iones en respuesta a los mensajeros representase unicamente un
mecanismo que contrarrestara la acidificacion citoplasmatica originada por el
incremento de la actividad metabolica o bien para la regulacion del volumen celular que

se modifica tras los procesos de exocitosis (Frelin y cols., 1988).

El efecto contrario también se ha observado, es decir una alcalinizacion es
también posible tras la activacion de la célula. Los factores de crecimiento y los
mitdogenos como los ésteres de forbol estimulan la division celular, asociada a la cual
existe un incremento en el pH; que podria ser el estimulo clave para esta activacion. En
diversos estudios se ha sefialado al intercambiador Na'/H" como responsable de esta
alcalinizaciéon: Ives y Daniel (1987) en fibroblastos; Haimovici y cols. (1994) en
hepatocitos, o Yun y cols. en su revision de 1995 sobre los distintos tipos de
intercambiadores Na'/H" existentes en las células de mamiferos. Pero aun asi no estd
muy claro si este incremento en el pH; resultante es necesario para desencadenar el
crecimiento celular (Johnson y cols., 1976; Thomas, 1986), puesto que en presencia de
HCOj3; no se producen incrementos en el pH;, aun cuando se mantiene el efecto

proliferativo de los mitdgenos (Grinstein y cols., 1989).
2.7.4.- Regulacion del volumen celular.

La célula puede emplear varios mecanismos para la regulacion de su volumen

(Lang y Hausinger, 1993), y la forma mas eficiente es mediante el movimiento de iones
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a través de su membrana; asi se “ganan” o “pierden” solutos osmoticamente activos.
Los procesos se regulacion del volumen celular por medio de pérdida o ganancia de
solutos se ha denominado disminucion reguladora del volumen celular (RVD) y

aumento regulador del volumen celular (RVI).

El aumento del volumen celular como consecuencia de la entrada de agua en el
citosol se ha denominado con el término inglés “swelling”; el proceso contrario,

disminucién del volumen celular recibe el nombre de “shrinkage”.

Debido a que las hormonas y neurotransmisores que desencadenan una respuesta
también van a modificar el volumen celular, junto con el hecho de que hay
determinados procesos metabolicos que son sensibles a los cambios de volumen celular,
como la proteolisis y la glucogenolisis, se ha empezado a barajar la hipotesis de que las
alteraciones del volumen celular podrian ser consideradas como un nuevo segundo
mensajero en la transduccion de sedales (Lang y cols., 1995). Incluso en estudios
recientes se ha puesto de manifiesto que las células, de alguna manera, pueden
determinar como se ha llevado a cabo un cambio de volumen concreto (Motais y cols.,
1991); més atn que las células pueden detectar el alcance del cambio de volumen que
estan experimentando (Lohr y Granthman, 1986) de manera que serian capaces de
detectar y responder a cambios de volumen o de la composicidon del medio intracelular

inferiores a un 3%.

Cuando las células han sufrido “swelling”, lo que ocurriria si se someten a
soluciones hiposmoticas con respecto al medio intracelular, la mayoria de ellas liberan
K"y CI" a través de los canales correspondientes, que podrian ser tanto especificos para
estos iones como inespecificos, permitiendo en este ultimo caso la salida de HCO;3™ o
incluo a.a. También se eliminan iones a través del cotransporte de CIK, de los
intercambiadores K'/H" y CI/HCOs', asi como a través de una ATPasa Na'/Ca*"
(pierden CIK y Na"). Para completar este proceso también se pueden perder solutos
organicos que en un principio salen de la célula por flujo pasivo a través de la
membrana pero también existe pérdida de solutos organicos por medio de mecanismos

de transporte que parecen no ser especificos (Jackson y Strange, 1993).
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Si la célula ha sufrido “shrinkage”, va a acumular iones a través del
cotransportador Na'/K'/2CI’, o los intercambiadores Na'/H" y CI/HCO; (ganando
CINa). La activacion de la ATPasa Na'/K " reemplaza el Na' por K'. Se pueden también
acumular solutos organicos mediante la producciéon de cambios en la actividad de
determinados transportadores o bien en su sintesis o degradacion. Este es un proceso

lento y en ocasiones requiere horas para completarse tras su activacion.
2.7.5.- Calcio intracelular y pH;.

En todas las células animales la [Ca*']; basal estd en torno a 100 nM y el pH;
alrededor de 7°2. Tras la estimulacion de las células se producen cambios en ambos

parametros de manera que podrian estar intimamente relacionados.

Meech y Thomas (1977; 1980) realizaron experimentos en los que encontraron
que tras la inyeccién de Ca’* en neuronas se producia una caida en el pHi, lo cual era
seguido de una posterior recuperacion. Ademas se produce una hiperpolarizacion
debido al aumento de la permeabilidad al ion K" (Meech, 1972; Krnjevic y Lisiewicz,
1972). Ellos explicaron este fenomeno por la posible existencia de un intercambio de
Ca®" por H' en las mitocondrias, como también habian descrito anteriormente otros
autores en sus trabajos con mitocondrias aisladas (Bartley y Amoore, 1958; Chance,
1965). Se obtuvieron resultados en favor de esta hipdtesis cuando se emplearon

inhibidores mitocondriales como el rojo de rutenio (Vasington y cols., 1972).

El efecto contrario también se ha observado; una acidificacion del citoplasma,
producida por ejemplo mediante inyeccion de H', conduce a un incremento en la [Ca®'];
posiblemente por producirse un intercambio del Ca®" por los H' existentes en la

mitocondria u otro organulo citoplasmatico (Rose y Rick, 1978; Rink y cols., 1980).

Roos y Boron (1981) concluyen que la caida en el pH;:

. podria inhibir la entrada de Ca>" en los dep0sitos intracelulares,
. podria conducir a la liberacion de Ca*" desde estos depositos,
. podria desplazar el Ca** desde algun organulo intracelular o desde una

proteina ligadora de Ca*".
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Asi, por ejemplo, en células musculares una reduccion en el pH; facilita la salida
de Ca®" desde el reticulo sarcoplasmico (RS). En el acoplamiento estimulo-secrecion la
administracion de gastrina y trombina conduce a la liberacion de Ca®" desde los
depositos intracelulares en células parietales y plaquetas (Tsunoda y cols., 1993),
proceso asociado a un acidificacion del citosol. También en neutrofilos, plaquetas y
células parietales la administracion de nigericina, iondforo que disipa el potencial de
membrana e incrementa el intercambio K'/H", conduce a una disminucion del pH; por
anulacion del gradiente de K y la produccién de un cambio compensador en las
concentraciones de K' y de H'. Esta reduccién en el pH; lleva asociada un aumento en

la [Ca*"]; (Tsunoda y cols., 1993).

En otros estudios se observd que la acidificacion citoplasmatica inducida por la
supresion del ion Na'™ en el medio extracelular, la cual se debia a que el intercambiador
Na'/H" funcionaba extrayendo Na' de la célula e introduciendo H', tenia como
resultado un aumento en la [Ca®']; (Roos y Boron, 1981). Un efecto similar del Na* se
ha observado en fibroblastos donde una baja [Na'], conduce a la movilizacion de Ca*"
desde los depositos y ademads existe una activacion del metabolismo de los fosfolipidos
de inositol. Apoyando el efecto de la sustitucion del Na™ en el medio en el que se
encuentran las células estan los resultados obtenidos en experimentos realizados con
células de musculo liso de aorta en los que la sustitucion del ion Na’ por manitol

conducia a un aumento en la [Ca*']; (Tsunoda, 1993).

En estos mismos estudios se ha descrito que la acidificacion del citoplasma por
otros medios como el tratamiento con acido propidnico, que reduce el pHj, promueve la

e ., 2+ ,
movilizacion de Ca”" en neutrofilos.

De esta forma, la acidificacion del citosol podria funcionar como una fuerza que
dirige los H' hacia los depositos intracelulares, con un transporte de iones Ca>" en
sentido opuesto por medio de un sistema que podria ser un intercambiador Ca*’/H" o
canales de Ca”" sensibles a H™. Tsunoda (1990) encontrd que las oscilaciones de [Ca®"];
en células acinares pancredticas son sensibles a los cambios de pHi; una acidificacion
del medio intracelular mediante el empleo de la técnica del pulso de NH4Cl hacia que
aumentara transitoriamente la [Ca’’]; en células que presentaban una respuesta

oscilatoria a 20 pM de CCK, y se eliminaba el patron oscilatorio. Una nueva aplicacion
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de NH4CI hacia que la [Ca®"]; se redujera hasta el valor basal, proceso que explico en
términos de un transporte de Ca®" hacia los depositos. Cuando emple6 4cido propidnico
la acidificacion del citoplasma no originaba cambios en el patron oscilatorio de la
[Ca®]; ante la estimulacion con CCK, pero la alcalinizacion que se producia cuando era
retirado el acido propidnico tenia como resultado una reduccion en la [Ca*']; e inhibia

las oscilaciones.

Estos resultados, junto con los obtenidos en los experimentos realizados también
en células acinares pancreaticas por Muallem y Loessberg (1990), en los que agonistas
que median su accién a través de la via del Ca®" intracelular provocaban cambios en el
pH; por actuacion sobre los mecanismos de transporte de iones, han llevado a pensar
que la liberacion de Ca*" desde los depbsitos y la recarga de los mismos podria requerir
un flujo compensador de H" en la direccion opuesta al movimiento de Ca®" para

mantener la electroneutralidad (Schulz, 1989).

Tsunoda (1993) propone que la reduccion en el pH; tiene como resultado un
aumento en la entrada de Ca®" procedente del medio extracelular, mientras que si es el
pH, el que es acido con respecto al intracelular se produce una inhibicioén de este flujo
de iones Ca*" o si el medio intracelular es alcalino. Este comportamiento sugiere que el
sistema de transporte encargado de estos cambios de Ca”", paralelos a los de pH, podria

estar situado tanto en la membrana celular como en la de algin organulo intracelular.

De igual manera que la acidificacion promueve la activacion de un posible
intercambiador localizado en la membrana de algin depoésito intracelular, pudiera
ocurrir que existan canales de Ca>” en la membrana cuya actividad fuera sensible al pH;.
En células LLC-PK1 el tratamiento con nigericina conduce a un aumento en la [Ca®"];
(Tsunoda, 1993); este efecto se ve inhibido por verapamil, sugiriendo que el incremento
en la [Ca”"]; procede de un aumento en la entrada de Ca’" a través de la membrana
celular. En las células acinares pancreaticas la alcalinizacion del medio extracelular
hace que la entrada de Ca®" en la célula en respuesta a los agonistas se incremente, y
esta entrada es inhibida por cationes como La** y Ni*". Por el contrario, una reduccion

2+ . ,
en el pH, conduce a una menor entrada de Ca™ en estas mismas células (Muallem y

cols., 1989; Tsunoda y cols., 1990). Por tanto, en el acoplamiento estimulo-secrecion la
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apertura de canales para Ca’" en la membrana celular parece estar regulada por H™ que

actuan en la cara exterior de la misma.

Teniendo en cuenta estos hallazgos, seria posible que aquellas variaciones que se
producen en el pH; o en el pH del interior de los depésitos de Ca®" cuando las células
han sido estimuladas por agonistas podrian tener alguna influencia sobre al cinética de
los canales de Ca’" que pudieran existir en sus membranas. En el RE de las células
acinares pancredticas y de glandula parotida se ha propuesto la existencia de un canal de
Ca’" sensible a pH (Schulz y cols., 1987). Cuando el pH del interior del reticulo esta por
debajo del valor de reposo el canal estd cerrado, mientras que si el pH aumenta el canal
se abre y permite la salida de Ca”". En un estudio posterior Schulz y cols. (1989)
proponen la existencia de canales de Ca”", presentes en el depésito insensible a IP3, que
podrian ser sensibles a una alcalinizacion en la proximidad regional de la membrana de
este deposito. Esta alcalinizacion seria el resultado de la actuacion de una bomba de H'
localizada en la membrana del deposito de Ca®" sensible a IPs y que crea un gradiente
de H" a través de la membrana de este depdsito de manera que un intercambiador
Ca®"/H", también situado en la membrana de este deposito, se encargaria de la recarga
del mismo. Los resultados obtenidos por otros investigadores, Levy y cols. en 1990 y
Brosman y Sanders en 1990 (para mayor informacion consultar Tsunoda, 1993) también
apoyan la hipotesis de que el mecanismo de acumulacion de Ca>" dentro de sus

it ; . . 24 ot
depositos intracelulares podria ser un intercambiador Ca” ' /H'.

A pesar de que existen bastantes datos que indican que una acidificacion del
citosol conduce a un incremento en la [Ca®'];, el efecto contrario también se ha podido
observar en muchos tipos celulares. La alcalinizacion del citosol de células endoteliales
de bovino promueve una liberacion de Ca®’ desde los depositos accesibles a los
agonistas. Este efecto también se ha observado en fibroblastos de aves, linfocitos en
respuesta al tratamiento con monensina o NHj3 o en la linea celular AJrS de musculo liso

(Tsunoda, 1993).

Aparte de la movilizacion de Ca®" desde los depositos intracelulares, una
alcalinizacién por la técnica del pulso de NH4Cl conduce a un aumento en la entrada de

Ca” en células cocleares, al igual que en plaquetas, donde el tratamiento con trombina
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activa el intercambiador Na'/H" alcalinizando el citosol y facilitando la movilizacion de

Ca™".
2.7.6.- Magnesio intracelular y pH;.

Los efectos del pH; sobre la [Ca”']; son complejos y se tienen bastantes resultados
que apoyan la hipédtesis de que las variaciones que se producen en ambos en respuesta a
los secretagogos podrian estar relacionadas. Sin embargo los efectos que los cambios en
el pH; presentan sobre la [Mg®']; no estan muy claros. Tampoco si las variaciones en la

[Mg”]; podrian tener implicaciones sobre el pHi.

Meech y Thomas (1977) trabajando sobre neuronas de caracol observaron que tras
la inyeccion de Mg”™ en estas células no se observaban cambios en el pH; ni en el
potencial de membrana como se habia observado para el caso del ion Ca®". Freundrich y
cols. (1992) trabajando con cultivos de células cardiacas de pollo llegaron a la
conclusién de que la [Mg*']; podria aumentar con la acidificacion del citoplasma y

disminuir en caso de una alcalinizacion.

Sin embargo en estudios posteriores Quamme (1993) encuentra en cultivos de
células epiteliales que ni la [Mg®'J; ni tampoco la distribucion espacial de este ion se
veian afectados ante procesos de acidificacion y/o alcalinizacidén del medio intracelular.
Concluye con estos experimentos que la [Mg”']; no es alterada ante cambios en el pH; y
sugiere que la homeostasis de este ion se regula o mantiene por medio de mecanismos
no relacionados con el pHj, al menos en las células epiteliales (lineas Caco-2 y OK) en

que ellos realizaron los experimentos.

Los resultados de que se dispone actualmente son controvertidos y queda bastante
trabajo por hacer para clarificar si el patron de relacion Ca**/pH; también existe para el

caso del ion Mg*".
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3.1.- Lista de reactivos.

ACh: cloruro de acetilcolina SIGMA®,
CCK-8: [Tyr(SO3H)27]-colecistokinina fragmento 26-33 SIGMA®.
Histamina: dihidrocloridrato de histamina SIGMA®.

Dimaprit: dimaprit dihidrocloridrato BEECHAM
PHARMACEUTICALS"®.

a-metilhistamina: histamina, R(-)-a-metil, 2 HCL RBI®.

2-PEA: 2-piridiletilamina SMITH KLINE & FRENCH LABORATORIES
Ltd.®

TPA: 13,acetato de 12,0-tetradecanoil forbol SIGMA®.
Tonomicina: de Streptomyces conglobatus sal de calcio SIGMA®.
Acido ciclopiazoénico: de Penicillium cyclopium SIGMA®,
Tapsigargina: tapsigargina SIGMA®.

Cheleritrina: cloruro de cheleritrina SIGMA®.

GFX: GF109203X BIOMOL".

NMDG: N-metil-D-glucamina SIGMA®.

Propionato sédico: 4cido propidnico, sal sddica SIGMA®.
NH4CI: cloruro de amonio SIGMA®.

HEPES: (acido N-[Hidroxietil]piperazina-N’-[2-etanosulfonico])
SIGMA®.

BSA: albiimina sérica bovina SIGMA®.
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Colagenasa tipo III: colagenasa de Clostridium hystoliticuam Tipo III,

fraccion A
SIGMA®.

Colagenasa CLSPA: WORTHINGTON BIOCHEMICAL
CORPORATION®.

Fura-2/AM: fura-2 acetoximetil éster (cell permeant) MOLECULAR
PROBES

Inc. ®, SIGMA®.
Fura-2: sal pentapotasio MOLECULAR PROBES Inc. ®, SIGMA®.

Magfura-2/AM: mag-fura-2 acetoximetil éster MOLECULAR PROBES

Inc.®

Mag-fura-2: sal tetrapotasio MOLECULAR PROBES Inc. ©

BCECEF: acetoximetil éster de 2°-7’-bis-(2-carboxietil)-5(6)-

carboxifluoresceina

SIGMA®.

Nigericina: antibiotico K178, sal s6dicaSIGMA®.

Kit de Calibracién de Calcio Il MOLECULAR PROBES Inc.”

Acido plurénico: 4cido plurénico F127 MOLECULAR PROBES Inc.”
DMSO: dimetilsulfoxido MERK-SCHUCHARDT®.

Digitonina: SIGMA®.

Piruvato sodico: acido piravico sal sédica FLUKA®.

Glutamato sodico: acido L-glutdmico sal monosodica FLUKA®.
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e Fumarato sodico: acido fumarico disodico sal anhidra FLUKA®.
e BME a.a.: solucién de aminoacidos 50x SIGMA®.

e BME vitaminas: solucién de vitaminas SIGMA®.

e Glutamina: L-glutamina SIGMA®.

e EGTA: écido etilenglicol-bis(B-aminoetiléter)N,N,N’,N’-tetraacético
SIGMA®.

e EDTA: 4cido etilendiaminotetraacético SIGMA®.

Los demas reactivos utilizados rutinariamente en el laboratorio para la
preparacion de soluciones fisiologicas o reactivos han sido de grado analitico. En todas

la soluciones el agua empleada es de calidad milli-Q.
3.2.- Animales de estudio.

Para la realizacion de los experimentos que permitieron obtener los resultados con
los que ha sido posible elaborar esta Tesis Doctoral se emplearon ratas adultas de la

cepa Wistar, de ambos sexos y de pesos comprendidos entre 200 y 400 gramos.

Los animales se sacrificaban mediante dislocacion cervical; seguidamente se
practicaba una laparotomia ventral media, o lateral izquierda en otras ocasiones, y se
extraia el pancreas lo més rapidamente posible. A continuacion se retiraba el bazo,
noédulos linfaticos y tejido conectivo y graso que habian sido extraidos junto con el
organo. Todas estas manipulaciones se realizaban en solucion salina fisiologica de

composicion adecuada para cada protocolo experimental.
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3.3.- Experimentos con suspensiones acinares.
3.3.1.- Aislamiento de las células acinares pancreaticas.

La técnica empleada para la preparacion de los acinos pancreéticos deriva de la
desarrollada por Amsterdam y Jamieson en 1972 y modificada posteriormente por Streb

y Schulz en 1983 con ligeras modificaciones (Francis y col., 1990).

La solucioén fisiologica empleada era un Krebs Ringer Hepes (KRH) que tenia la

composicidon que se describe en la tabla 1.

Reactivo P molec. mM
NaCl 58,44 130
KCl 74,55 5

HEPES 238,3 20
MgSOg4 246,47 1
CaCl, 147,0 1

KH,PO4 136,09 1,2

D-glucosa 180,16 10

M. Es. Aa. 1 ml/L

Inh. Trips. 0,1 mg/ml

Tabla I. Composicion del medio Krebs Ringer Hepes (KRH) empleado para el

aislamiento de los acinos pancreaticos.

El pH de la solucion se ajusté a 7°3-7°4 con NaOH 10 N y se hicieron tres
particiones del volumen total, afadiendo a cada una cantidades de albiimina sérica

bovina (BSA) para alcanzar concentraciones finales de 0°2%, 0°5% y 4% (p/v).

El procedimiento utilizado para la obtencion de las células acinares pancreaticas

se describe a continuacion:

Los pancreas procedentes de dos ratas se lavaban con KRH 0°2% (p/v) BSA y se
cortaban en pequefios fragmentos durante 15 minutos hasta que ofrecieran el aspecto de

una papilla. A continuaciéon se introducia el macerado en un matraz Erlenmeyer de
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pléstico (capacidad total de 25 ml) y se incubaba en este mismo KRH en presencia de
colagenasa tipo III de SIGMA® (100 unidades/ml, 5 ml por péancreas), durante 15
minutos, gasificando en todo momento con O, 100% saturado en agua. Este primer
periodo de incubacidn se realizaba en un bafo termostatizado a 37°C y en agitacion

continua (100 ciclos/min).

El KRH que contenia la colagenasa se retiraba por aspiracion dejando que el
tejido, parcialmente digerido, se depositara en el fondo del matraz. Se afiadian 20 ml de
KRH 0°2% (p/v) BSA libre de calcio (Ca®™) y magnesio (Mg%) y conteniendo 1 mM de
EDTA, para posteriormente incubar el contenido bajo las mismas condiciones descritas
anteriormente durante 5 minutos. Terminada esta incubacion en medio libre de Ca*" y
Mg**, el buffer era retirado nuevamente y el tejido lavado 3 veces con KRH 0°2% (p/v)
BSA (3x10 ml), retirdbamos el sobrenadante y afiadiamos 10 ml de este mismo KRH
(0°2% (p/v) BSA) conteniendo 150 unidades de colagenasa por ml (5 ml por cada
pancreas); seguidamente se sometian a una nueva incubacion de 60 minutos de duracion
a 37°C, aireacion (O, 100% saturado en agua) y agitacion constante (100 ciclos/min)

para una completa digestion del tejido.

El contenido del matraz se depositaba después en un tubo de plastico (50 ml de
capacidad) y centrifugado (50 g) durante 4 minutos a 4°C. Retirdbamos el sobrenadante
y el sedimento o precipitado era resuspendido en 30 ml de KRH 0°2% (p/v) BSA.
Seguidamente practicdbamos una disgregacion mecanica de los acinos haciéndolos
pasar a través de puntas de pipeta flameadas y de didmetros decrecientes (3-1 mm). Esta
labor se realizaba a 4°C, empleando en ella un tiempo aproximado de 30 minutos e
igual para todas las preparaciones. Concluida esta dispersion mecanica se filtraba la
suspension acinar a través de una gasa doble y se procedia a una nueva centrifugacion
(50 g durante 4 minutos y 4°C), tras la cual los acinos se resuspendian en KRH que
contenia un 4% (p/v) de BSA, proceso dirigido a retirar fragmentos celulares y para
detener la accidon de posibles restos de colagenasa; de nuevo eran centrifugados (50 g
durante 4 minutos y 4°C) los acinos para a continuacion resuspenderlos en KRH 0°5%

(p/v) de BSA, solucion en la que se centrifugaban y resuspendian dos veces mas.
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Con este procedimiento se obtenian agrupaciones que variaban entre las 3 y las 12
células por acino. Las células se mantenian sobre hielo hasta su utilizacion, conservando

su viabilidad en un 95% 6 mas, como indicaba la extrusion de azul trypan.
3.3.2.- Determinacion de la concentracion de calcio intracelular.
3.3.2.1.- Introduccion.

En las células exocrinas de tracto gastrointestinal, al igual que el la mayoria de los
tipos celulares, los iones calcio (Ca*") desempefian un papel destacado en los
fenémenos de acoplamiento estimulo-secrecion. Asi la activacion de los receptores
celulares de una amplia variedad de hormonas y neurotransmisores conduce a un
incremento en la concentracion de calcio libre citoplasmatico ([Ca®’];) (Muallem. y col.,
1984; Merrit y Rink, 1987). Este aumento en la [Ca®™]i se produce debido a su
liberacion desde los depdsitos intracelulares y también a su entrada procedente del

medio extracelular (Korchac y col., 1984; Pandol y col., 1985).

En las células acinares pancreaticas se ha determinado que el incremento inicial
+ . .
observado en la [Ca];, al igual que en otros tipos celulares, se debe en su mayor parte a

su liberacion desde los depdsitos intracelulares (Pandol y col., 1987; Bruzzone, 1986).

En los acontecimientos bioquimicos que conducen a este incremento en la [Ca*';
se piensa que esta involucrada la estimulacion de la enzima fosfolipasa C (PLC), que
posteriormente hidroliza fosfatidil inositol-4,5-bisfosfato (PIP,) para liberar inositol
trisfosfato (IPs) y diacilglicerol (DG) (Berridge, 1987). El IP; actuara para liberar Ca*"
desde un deposito intracelular no mitocondrial (Muallem y col., 1985; Joseph y
Williamson, 1986). Esta sefial de Ca’" pone en marcha la secrecion fluida y de
electrolitos merced a la activacion de conductancias idnicas en la membrana celular
(Nauntofte, 1992; Petersen 1992), asi como la liberaciéon de enzimas digestivas

(Nathanson y col., 1992; Maruyama y col., 1993).
3.3.2.2.- Carga con el indicador.

Una vez obtenida la suspension de células acinares realizdbamos una particion del

volumen total, destinando una parte para la determinacion de la autofluorescencia,
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células que no se incubaban en presencia del indicador, y el resto se incubaban a
temperatura ambiente (20-23°C) en KRH 0°5% (p/v) BSA con una concentracion 4 uM
de fura-2/AM vy écido plurdnico (concentracion final no superior al 0°025% v/v) durante
40 minutos en agitacion (100 ciclos/min) y constante aireacion con O, 100% saturado
en agua. Concluida esta primera incubacion se practicaba una centrifugacion suave (50
g) a 4°C durante 4 minutos, se decantaba el sobrenadante y se resuspendia el sedimento
en KRH que no contenia BSA. Seguidamente se incubaban nuevamente, esta vez a
37°C con oxigenacion y en un bafio con agitacion (100 ciclos/min), durante 30 minutos.
Esta ectapa estaba dirigida a dar tiempo para que se produjera la completa
deesterificacion del indicador a cargo de las esterasas citosolicas, y se le conoce con el

nombre de “cleaving”.

Al término de esta ultima incubacion se centrifugaba la suspension de células (50
g a 4°C durante 4 minutos) y tras decantar el sobrenadante se resuspendia el sedimento
en KRH 0% BSA. Esta suspension final de células acinares pancredticas se mantenia

sobre hielo hasta su utilizacion.

La viabilidad de las células se ensayaba, tanto al comienzo de los experimentos
como al final de cada sesion, mediante extrusion de azul tripan manteniéndose viables

en un nimero superior al 95%.

Este procedimiento, que tras multiples ensayos resultd ser el mds eficaz para
nuestros objetivos, podemos considerarlo como una modificacion del de Streb y Schulz

(1983).
3.3.2.3.- Cuantificacién de la fluorescencia y [Ca’]..

Para la cuantificacion de la fluorescencia, se introducian alicuotas de 2 mililitros
de la suspension acinar en una cubeta de cuarzo dentro de un espectrofluorimetro
modelo RF-5001PC de Shimadzu. El sistema consta de un dispositivo de
microagitaciéon que permitia mantener las células en suspension y al mismo tiempo eran

atemperadas a 37°C, mediante un sistema vehiculador de agua a temperatura constante.

Inicialmente realizamos barridos tanto, de excitacion (300-400 nm) como de

emision (450-550 nm), para encontrar las longitudes de onda con las que se obtenian la
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excitacion maxima y el punto isosbéstico de la molécula de fura-2, asi como el valor de
maxima emision. Como resultado encontramos que los picos de maxima y minima
fluorescencia se hallaban en valores en torno a 340 y 380 nm respectivamente, y la

emision maxima se registr6é a 505 nm.
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INT

Longitud de onda [nm]

Figura 1. Cambios en la fluorescencia emitida por fura-2 (2’5 uM) tras la realizacion de
barridos (300-400 nm, emision a 505 nm) de soluciones conteniendo diferentes
concentraciones de Ca”" (Kit de Calibracién de Calcio, Molecular Probes Inc.®).
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Por consiguiente, las suspensiones celulares serian excitadas alternativamente a
340/380 nm (con un slit de 3 nm) y la fluorescencia emitida registrada a 505 nm (slit de

3 nm).

Para la cuantificacion de los valores de la [Ca®']; era necesario someter a los
valores de fluorescencia que nos suministraba el sistema de deteccion a una
transformacion. El primer paso fue la realizacion de una calibracion de nuestro sistema
empleando para ello un kit de soluciones con diferentes concentraciones de Ca*"
(Molecular Probes Inc.®). Asi, fuimos capaces de determinar la constante de disociacion
del indicador fura-2 para el ion Ca®" (Kd) en nuestras condiciones experimentales. La
Kd de un indicador se define como el punto de saturacién de su molécula al 50%, y se
expresa como una concentracion (nM). Usando la fluorescencia emitida por el indicador
en presencia de las diferentes [Ca®"] que presentan las soluciones de este kit podemos
calcular el valor de esta constante. Asi pues, alicuotas de 2 ml de cada una de las
soluciones en presencia de 2’5 upM de la sal pentapotasio de fura-2 se introducian en la
cubeta del espectrofluorimetro y se realizaban barridos de excitacion entre 300 y 400
nm y la fluorescencia emitida era medida a 505 nm; en la figura 1 estan representados
los cambios en la fluorescencia emitida por las muestras tras la realizacion de los

barridos.

Representando los cambios en la fluorescencia emitida por las muestras frente a la
[Ca*"] tenemos una representacién lineal (figura 2) en la que el valor que adquiere la
variable X cuando Y es igual a 0 nos da el logaritmo decimal de la Kd del fura-2 para el
ion Ca®". De esta manera obtuvimos un valor para la Kd de 219 nM, valor que seria
empleado en lo sucesivo para la realizacion de los calculos pertinentes. La temperatura a

la que se realizaron las determinaciones era de 37°C.
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Figura 2. Representacion grafica de los cambios en la fluorescencia emitida por fura-2
(¢je de ordenadas) frente a las concentraciones de Ca>" de las soluciones empleadas (eje
de abscisas). Los valores han sido transformados y expresados en logjo. El valor que
adquiere la variable X cuando Y vale 0 corresponde a la Kd del fura-2 para el ion Ca*".
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. . ./ . .7 + 1 . r1:
Para la monitorizacion de los cambios en la concentracion de Ca”" libre citosolico
=+ . . .
([Ca*'])) las suspensiones celulares eran excitadas alternativamente a 340 y 380 nm,
registrando la fluorescencia emitida a 505 nm. Todos los agentes ensayados se afiadian

directamente en la cubeta a la concentracion deseada.

La [Ca®"); se calculaba a partir del “ratio” de la fluorescencia emitida a las dos
longitudes de onda de excitacion (340/380), previa substraccion de los valores de

autofluorescencia, como se ha descrito previamente (Grynkiewickz y col., 1985).

Para la determinacion de los valores de autofluorescencia se tomaban dos
mililitros de una suspension de células acinares que no habian sido incubadas con el
indicador y, como si se tratase de un experimento normal, eran excitadas
alternativamente a 340 y 380 nm registrando la emision a 505 nm. Con ello obteniamos
dos valores, uno para cada longitud de onda de excitacion, que luego serian utilizados
en los calculos de la [Ca®"]i. En ningtn caso los valores de autofluorescencia superaban

en valor el 10% de la fluorescencia emitida cuando el fura-2 estaba presente.

Al término de cada experimento, una vez que la sefial emitida alcanzaba un valor
estable realizdbamos una calibracion que consistia en la adicién de digitonina (solucion
stock 5 mM) alcanzando una concentraciéon final en la cubeta de 100 pM para
permeabilizar las células y obtener asi un valor de fluorescencia maxima (Rmax) al
saturar la molécula de fura-2 con exceso de Ca®” extracelular (que tenia acceso al citosol
celular). Cuando la senal de fluorescencia era estable afiadiamos Triton X-100
(concentracion final 1% v/v) para disolver todas las membranas celulares y liberar asi el
indicador que podria haber quedado atrapado dentro de los organulos intracelulares
(compartimentalizacion). Las sefiales obtenidas demostraron una compartimentalizacion
minima con el método empleado. Alcanzado un nuevo valor estable de fluorescencia
afiadiamos EGTA (solucion stock 500 mM TRIS 3 M; concentracion final en la cubeta
25-30 mM) con el fin de encontrar un valor minimo de fluorescencia al quelar el Ca®"y

dejar libre la molécula de fura-2.

Todos los experimentos fueron realizados dentro de las 2 horas siguientes a la
incubacién de las células con el indicador. El calculo de la [Ca®"]; se realizé mediante el

empleo de la siguiente formula:
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[CazqudR_Rmin Sf
Rmax —R S,

Las determinaciones de la [Ca*"]; se llevaron a cabo tanto en células en reposo
como tras su estimulacion con ACh a las dosis de 10°M, 10°M y 10”M, histamina y
los agonistas de los receptores de la histamina 2-PEA, dimaprit y a-metilhistamina,
también a las dosis de 10°M, 10°M y 10”"M. Los estimulos se afiadian directamente a

la cubeta del espectrofluorimetro.
3.3.3.- Determinacion de la concentracion de magnesio intracelular.
3.3.3.1.- Introduccion.

El conocimiento que actualmente se tiene sobre los papeles bioquimicos y
fisiologicos de los dos principales cationes intracelulares calcio (Ca®") y magnesio
(Mg”") difiere en gran medida. El papel del Mg*" en los procesos de exocitosis en las
células acinares pancreaticas ha sido ensombrecido por los avances realizados en el

.. . ~ . 2+
conocimiento del papel que como segundo mensajero desempeiia el ion Ca™ .

El ion Mg™" es el segundo cation divalente mas abundante en las células del
organismo y juega papeles de vital importancia en mas de 300 procesos fisiologicos y
bioquimicos incluyendo aquellos implicados en las respuestas secretoras inducidas por
secretagogos en el pancreas exocrino (Wacker, 1968; Flatman, 1984). Por ejemplo el
ion Mg”" es liberado conjuntamente con enzimas digestivas y hormonas tras la
estimulacion del 6rgano (Neilsen y Petersen, 1972; Sullivan y col., 1974; Scheurs y col.,
1976) y podria influir sobre el control de la apertura de canales para potasio (K)

activados por Ca®" (Squire y Petersen, 1987).

El ion Mg”" esta presente en el citoplasma de todas las células tanto en forma libre
ionizada como ligado a moléculas biologicas (cargadas negativamente) como por
ejemplo RNA, ATP, ADP, citrato y enzimas activadas por Mg®" (Giinther, 1990;
Cowan, 1991). Solamente un 5-10% del contenido total de Mg*" esta en forma libre; asi
el ion Mg”" esta presente en las células predominantemente ligado a las moléculas con

anterioridad citadas (90-95%).
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Dependiendo del tipo celular, las formas libre y ligada del ion son total o
parcialmente intercambiables, de manera que éste constituye un sistema amortiguador
en el citoplasma celular. Es esta distribucion del ion Mg*" entre sus dos estados la que
regula la actividad de muchas enzimas dependientes de Mg”" y que estan implicadas en
la sintesis de proteinas, transporte de iones y otros procesos celulares. Si, por ejemplo,
la capacidad de amortiguacion del citoplasma es sobrepasada, el mantenimiento de la
concentracion de Mg”" libre citoplasmatico ([Mg”];) se veria apoyado por la entrada de
Mg*" desde el medio extracelular, o bien por su salida de la célula a través de la

membrana celular (Giinther, 1990).

cr + . o1 eqe . +

Esta estrecha regulacion de la [Mg”']; sugiere la posibilidad de que el ion Mg?

posee funciones reguladoras importantes a nivel celular. Por tanto, seria interesante
. r r . 2+ r

intentar conocer cémo estd regulado el transporte del ion Mg~ al menos en las células

acinares pancreaticas, especialmente porque una alteracion en los niveles extracelulares

+ . . . .
de Mg®" presenta acciones importantes sobre los efectos secretagogos inducidos por la

movilizacion de Ca*" y sobre sus respuestas secretoras (Francis y col., 1990; Lennard y

Singh, 1991; Singh, 1992).
3.3.3.2.- Carga con el indicador.

Una vez obtenidas las células, retirando previamente un volumen que iba a ser
utilizado para la determinacion de los valores de autofluorescencia, se incubaron en
presencia del indicador fluorescente Mag-fura-2/AM para aquellos casos en que se
queria determinar variaciones en la [Mg®'];. Las condiciones de carga habian sido
descritas previamente y aplicadas por Raju y colaboradores en hepatocitos (Raju y col.,
1989). En las incubaciones de nuestras células aplicamos las que Lennard y Singh
(1991) describen con posterioridad y que fueron aplicadas a estudios en células acinares

pancreaticas con pequefias modificaciones.

Para la carga con el indicador las suspensiones celulares se incubaron en un KRH
0’5% BSA a 20°C, en presencia de 5 pM de Mag-fura-2/AM y é&cido plurdnico
(concentracion final no superior al 0°025% v/v) durante 40 minutos en un bafio con
agitacion (100 ciclos/min) y constante aireacion con O, 100% saturado en agua. A

continuacion se centrifugaban las células (4 minutos a 50 g y a 4°C), se decantaba el
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sobrenadante y el sedimento era resuspendido en KRH sin BSA. Seguidamente se
mantenian las células en un bafio a 37°C con oxigenacion (O, 100% saturado en agua) y
constante agitacion (100 ciclos/min), periodo que tenia una duracion de 30 minutos.
Esta etapa, conocida con el nombre de “cleaving”, estaba encaminada a dar tiempo a las
esterasas celulares a que hidrolizaran el radical éster de la molécula de Mag-fura-2
liberando la forma acida del indicador que de esta manera quedaria atrapada en el
citoplasma, como hemos descrito anteriormente para el caso de la incubacidén con el

o4 . 2+
indicador fluorescente para el ion Ca™ Fura-2.

Analogamente se evalud la viabilidad de las células acinares poniéndolas en
presencia de azul tripan; la viabilidad de las células empleadas resulté no ser inferior al

95%.

En los experimentos destinados al seguimiento de las variaciones en la
concentracién de magnesio extracelular ([Mg*'],) las células no se incubaban con
ningun indicador. En esta serie de experimentos las células se ponian (una vez dentro de
la cubeta del espectrofluorimetro) en presencia de la sal tetrapotasio de Mag-fura-2 al
cual es impermeable la membrana celular y, por lo tanto, no penetra en el citosol, de
manera que se mantiene en el medio extracelular. El KRH en el que se desarrollaban
estos experimentos, nominalmente libre de Ca®" y Mg”", contenia 0.8 mM de EGTA.
Las células no se suspendian en este medio hasta el mismo momento de su utilizacion,
ya que se sabe que un exceso de tiempo en un medio desprovisto de Ca*" hace que el
periodo de tiempo en que las células son viables se acorte, y que la calidad de las
mismas sea peor. Asi pues, teniamos una suspension de células acinares en un medio
KRH completo y antes del inicio de cada experimento se tomaba un volumen de la
suspension acinar, se centrifugaba (4 minutos a 50 gy a 4°C) y se resuspendia en KRH
en ausencia de ambos iones. Esta centrifugacion se repetia una segunda vez y a
continuacion se depositaban en la cubeta; en este momento se afiadia el indicador (Mag-
fura-2 tetrapotasio) alcanzando una concentracion en la cubeta de 2’5 uM. Esperabamos
2 minutos hasta su completa disolucion en la suspension acinar y comenzabamos el

experimento.
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3.3.3.3.- Cuantificacién de la fluorescencia y [Mg’"].

Para la determinacion de la [Mg*'], intra o extracelular, se depositaban alicuotas
de 2 mililitros de la suspension de células acinares en una cubeta de cuarzo en un
espectrofluorimetro modelo RF-5001PC de Shimadzu; el sistema es el mismo que se
empled para la determinacion de las variaciones en la [Ca®'];, al que anteriormente nos

hemos referido. Todos los experimentos se realizaron a 37°C y con agitacion constante.
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Figura 3. Cambios en la fluorescencia emitida por mag-fura-2 (2’5 uM) tras la
realizacion de barridos (300-400 nm, emision a 510 nm) de soluciones conteniendo
diferentes concentraciones de Mg
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De igual forma que hicimos para el fura-2, realizamos una serie de barridos de
excitacion y emision tanto de las células cargadas con el indicador como en presencia
del la sal tetrapotasio, para hallar los valores de maxima y minima fluorescencia. Los
valores encontrados fueron, respectivamente, de 330 y 370 nm para las longitudes de
onda de excitacion y de 510 nm para la de emision. Por consiguiente, las suspensiones
de células serian excitadas en lo sucesivo con longitudes de onda de 330 y 370 nm (slit

de 5 nm) y la fluorescencia emitida seria registrada a 510 nm (slit de 5 nm).
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Figura 4. Cambios en la fluorescencia emitida por mag-fura-2 (2°5 uM) tras la
realizacion de barridos (300-400 nm, emision a 510 nm) de soluciones conteniendo
diferentes concentraciones de Ca®" (Kit de Calibracion de Calcio, Molecular Probes

Inc.®).
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CALCULO DE LA Kd DEL MAG-FURA-2
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Figura 5. Representacion grafica de los cambios en la fluorescencia emitida por mag-
fura-2 (eje de ordenadas) frente a las concentraciones de Ca®" de las soluciones
empleadas (eje de abscisas). Los valores han sido transformados y expresados en log;.

El valor que adquiere la variable X cuando Y vale 0 corresponde a la Kd del mag-fura-2
para el ion Ca*".
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Antes de la conclusion de los experimentos se realizaba una calibracion in-situ
para cada uno de ellos, para encontrar unos valores de fluorescencia maximos y
minimos que luego serian empleados para el calculo de la [Mg*'];. Esta calibracion era
similar a la utilizada para los experimentos en que determindbamos variaciones en la
[Ca®);; para el maximo de fluorescencia afiadiamos digitonina a la cubeta
(concentracion final 100 uM) para permeabilizar las células y permitir que el exceso de
Mg*" tuviera acceso al mag-fura-2. Cuando el nivel de fluorescencia era estable
afadiamos Triton X-100; nuevamente las sefiales de fluorescencia registradas
demostraron una minima compartimentalizacion del indicador. En los experimentos
realizados con la sal tetrapotasio de mag-fura-2, el méximo de fluorescencia se obtenia
afiadiendo a la cubeta Cl,Mg (50 pl de una solucién 200 mM; concentracion final en la

cubeta 5 mM).

Una vez que la senal de fluorescencia era estable se anadié en ambos casos EDTA
(concentracion final en la cubeta 10 mM) para encontrar un valor minimo de

fluorescencia con el que completar la calibracion.

De igual manera que se hizo para las determinaciones de la [Ca®"]; se realizaron
barridos (longitudes de onda de excitacion de 300 a 400 nm, y emision 510 nm) de
soluciones con concentraciones crecientes de Mg”" (figura 3) y en presencia de la sal
tetrapotasio de mag-fura-2 (2’5 pM). De los mismos obtuvimos una Kd del mag-fura-2
para el magnesio de 1’5 mM, valor que en lo sucesivo seria utilizado para la realizacion
de los calculos pertinentes. Igualmente realizamos las mismas operaciones con
concentraciones crecientes de Ca”" (figura 4) y en presencia de mag-fura-2 tetrapotasio
(2’5 uM) encontrando una Kd del mag-fura-2 para el ion Ca®" de 15’35 pM (figura 5),

determianciones realizadas a 37°C.

El calculo de la [Mg™']; se realizo a partir del ratio de fluorescencia obtenido a las
dos longitudes de onda de excitacion, previa substraccion de los valores de
autofluorescencia, como se ha descrito previamente (Grynkiewicz y col., 1985),

mediante el empleo de la siguiente formula:
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[Mg2+}:KdR_Rmin Sf
Rmax —RS},

Todas las determinaciones se llevaron a cabo dentro de las 2 horas siguientes a la

incubacidn con el indicador.

Las determinaciones de las [Mg*]i y [Mg”], se llevaron a cabo tanto en células
en reposo como tras su estimulacion con ACh, CCK-8 e histamina a las dosis de 107 M,
10®M, 10™*M respectivamente, tanto en presencia como en ausencia de Mg”" en el
medio fisiologico utilizado. Los estimulos se afiadian directamente a la cubeta del

espectrofluorimetro.
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3.4.- Experimentos con células aisladas.
3.4.1.- Aislamiento de las células acinares pancredticas.

Una variante de la técnica descrita al comienzo de esta seccion de material y
métodos se empled para la obtencion de células pancreéticas aisladas en esta tltima fase
de la parte experimental. La solucion fisiologica utilizada era un tampon (Mix buffer)

con la composicion que se detalla en la tabla II.

Reactivo ml Conc. final (mM)
MJJ 200

HEPES (154 Mm) | 38,67 24

KH,PO4 (217 mM) |24 2

MgCl, (120 mM) 2.4 1,2

BME Vitamin. sol. | 2,4 ml 1%

Glutamina 0,073 g 0,03%

Tabla II. Composicion del medio mix buffer empleado para el aislamiento de las

células acinares pancreaticas.

El pH de esta solucion se ajustaba a 7’45 con NaOH 10 N.

Esta solucion era dividida en tres particiones:

Tampon de lavado: 100 ml conteniendo 2 mM de CaCl, y 0°2% (p/v) BSA.

Tampoén de incubacién: 50 ml conteniendo 0°5 mM CaCl, y 1% (p/v) BSA.

Tampoén de parada o “stop”: 50 ml conteniendo 2 mM CaCl, y 4% (p/v) BSA.

La composiciéon del medio MJJ empleado para la elaboracion de la solucion

anterior es la que se describe en la tabla III.
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Reactivo P. molec. mM
NaCl 58,44 120
KCl 74,55 7,2
Na-piruvato 110,04 6
Na-fumarato 160,04 7,1
Na-glutamato 187,14 6
D-glucosa 180,16 14
Inhib. tripsina 1 mg/ml
BME A.a. 1 ml/L

Tabla III: Composicion del medio MJJ empleado para la elaboracion del medio Mix-

Buffer empleado en el aislamiento de las células acinares pancreéticas..

El procedimiento utilizado para la obtencion de las células pancreaticas aisladas es

el siguiente:

El pancreas procedente de una rata se fija sobre una placa de diseccion y se
inyecta con 6 mililitros de tampén de lavado conteniendo colagenasa CLSPA de
Worthington (dilucion de colagenasa: 150 pl de una solucién stock con 5 U de
colagenasa por ml en 20 ml de tampon de lavado); esta operacion habia que realizarla
con atencion para que los 16bulos pancreaticos quedasen bien separados, de manera que

la digestion con la enzima fuese lo mas completa posible.

A continuaciéon se introducia el pancreas en un matraz Erlenmeyer (25 ml de
capacidad) junto con la solucion de colagenasa sobrante, se oxigenaba con O, 100% y
tras cerrar el matraz para evitar pérdidas del contenido se incubaba en un bafio en
agitacion (200 ciclos/min) a 37°C durante 10 minutos. Terminado este primer periodo
se decantaba el sobrenadante y se afadian 5 ml de la solucién de colagenasa, se
oxigenaban y se repetia la incubacion bajo las mismas condiciones que la anterior. Esto
se repetia una tercera vez; al término de la tercera incubacion el sobrenadante presenta

un aspecto opalescente.
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El siguiente paso consistia en agitar vigorosamente el matraz golpeandolo contra
la palma de la mano para disgregar ain mas el pancreas y obtener los acinos. Esta
operacidn se practicaba hasta que no se observaran fragmentos grandes del tejido en la
suspension. A continuacion se transfiere el contenido del matraz a tres tubos de plastico
(15 ml de capacidad) que contienen cada uno 10 ml de tampdn stop. En estos tubos se
irdn depositando los fragmentos de tejido de mayor tamano en el fondo, los cuales
retirariamos con la ayuda de una pipeta pasteur transfiriéndolos a un cuarto tubo

también con tampon stop.

Los fragmentos que se han depositado en el fondo de este ultimo tubo los
retirdbamos para quedarnos unicamente con los elementos en suspension; el paso
siguiente era realizar una centrifugacion de los cuatro tubos a 50 g, a 4°C durante 2
minutos. Seguidamente descartamos el sobrenadante, resuspendiamos con tampén de
lavado y repartiamos el contenido de uno de los tubos entre los otros tres.
Centrifugabamos de nuevo y repetiamos la operacion hasta quedarnos con un solo tubo

en el que se encontraban todos los acinos que habiamos obtenido.

Para terminar centrifugdbamos una vez mas para resuspender el precipitado en
tampon de incubacion, medio en el cual ibamos a realizar un pipeteo de los acinos a
través de puntas de pipeta flameadas con diametros decrecientes (3 a 1 mm) de igual
manera que lo realizamos para los experimentos en que trabajdbamos con suspensiones
acinares; como la finalidad en este momento era la de obtener el mayor nimero posible
de células aisladas, esta labor la practicdbamos con un grado de intensidad algo superior

al descrito anteriormente.

Concluida esta operacion la suspension de células era filtrada a través de una gasa
doble y posteriormente se centrifugaba para en un ultimo paso resuspenderlas en un

tampon Na-HEPES donde permanecerian hasta el momento de utilizarlas.

Este tampon presenta la composicion descrita en la tabla I'V.
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Reactivo P. molec. mM
NaCl 58,44 140
KCl1 74,56 4,7
MgCl, 203,31 1,13
HEPES 238,31 10
D-glucosa 180,16 10
CaCl, 1,1
Inh. trips. 0,1 g/L

Tabla IV. Composicion del medio Na-Hepes empleado en la realizaciéon de los

experimentos con células acinares pancreaticas aisladas.

El pH de esta solucion era titrado a 7°3-7°4 usando NaOH 10 N.

La viabilidad de las células obtenidas por este método no presentaba grandes
diferencias con respecto a la de las obtenidas por la técnica descrita en otro capitulo de

esta seccion, manteniéndose en torno al 95% ante su ensayo con azul tripan.
3.4.2.- Seguimiento continuo de la fluorescencia en células aisladas.

Se colocaban alicuotas de la suspension celular sobre un cubre-objetos circular de
22 milimetros de didmetro dentro de una cdmara de perfusion fabricada para este
proposito; el volumen total interno de la misma no superaba los 250 pul. A su vez la
camara de perfusion estaba montada sobre la platina de un microscopio invertido de
fluorescencia Diaphot 300 de NIKON®, equipado con un objetivo NIKON®™ Fluor X40
para fluorescencia. Las células acinares pancreaticas se perfundian con un tampén Na-
HEPES a una velocidad de flujo de 1°5-2 ml/min, lo que permitia renovar
completamente el contenido de la camara cada 10-15 segundos. Estas soluciones
contenian los agentes que se querian ensayar y estaban atemperadas a 37°C mediante el
empleo de un sistema fabricado por nosotros mismos y que se detalla en el esquema de

la figura 6.
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Para el analisis de los cambios en la [Ca*']; se utilizo un sistema de deteccion
multipunto NPS que emplea una camara enfriada CCD que permite monitorizar
simultdneamente hasta 16 areas dentro del campo del microscopio. Este sistema fue

adquirido en Newcastle Photometric Systems.
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Soluciones
perfusion
Celulas l J/ l l
Bomba 80%
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Figura 6. Esquema empleado para el seguimiento de la fluorescencia en células
aisladas. Consta de una camara de perfusion atemperada a 37°C mediante la
recirculacion de agua caliente a su alrededor. En su interior y sobre un cubreobjetos
circular se depositan las células acinares pancreaticas, que se perfundiran con diferentes
soluciones también atemperadas. El sistema de perfusion esta colocado sobre la platina
de un microscopio invertido de fluorescencia.
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El sistema nos permitia detectar cambios en la fluorescencia emitida por el
indicador en respuesta su excitacion con luz procedente de una lampara de xenon de
arco corto de 100 watios. La excitacion se cambiaba alternativamente mediante el
empleo de dos filtros de 25 milimetros de didmetro, montados sobre una rueda que era
capaz de girar y cambiar las posiciones de cada uno de los filtros en 300 milisegundos,
al estar equipada con un servomotor controlado mediante software. La luz de longitud
de onda deseada se dirigia hacia la muestra mediante el empleo de un espejo dicrdico
(DM 400). La fluorescencia emitida se recogia a una longitud de onda por encima de
510 nm por medio de un filtro barrera situado bajo el espejo dicrdico y se dirigia hacia

la camara.

La autofluorescencia determinada en las células aisladas representaba menos del

3-5% de la senal emitida y, por tanto, no era substraida en los calculos.
3.4.3.- Analisis digital de la [ Ca’* i
3.4.3.1.- El sistema de deteccion.

El sistema de deteccion multipunto NPS emplea una camara de integracion
refrigerada (Peltier Cooled Slow Scan CCD) para analisis de imagen, permitiendo
capturar fotones de imagenes con bajo nivel de fluorescencia. Los tiempos de
exposicion pueden variar desde 50 milisegundos hasta varios segundos, lo que permite

una mejora considerable en la relacion sefial/ruido.

La imagen es digitalizada con una resoluciéon de 16 bit comparado con los 8 bit
que proporcionan los sistemas basados en camaras de video. Esto elimina la necesidad
de complejos procedimientos de ajuste pues el rango dindmico de la camara es
suficiente para detectar cualquier variacion en la fluorescencia. Este rango aumentado
de digitalizacion de las imdgenes proporciona una gama de 65536 grises en
comparacion con los 259 que permiten los sistemas convencionales de 8 bit. Con ello es
posible la deteccion y cuantificacion precisa de cambios relativamente pequeiios en la
intensidad de fluorescencia con la méaxima sensibilidad pero sin la introduccion de

artefactos e interferencias no deseables.
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El sistema estd manejado por un software desarrollado para el seguimiento de la
fluorescencia emitida por hasta 16 regiones de interés en el campo de estudio y mostrar
los valores en tiempo real. El programa permite almacenar imagenes individuales y
también pares de imagenes durante la realizacion de los experimentos, estando limitado
el nimero que se pueden almacenar unicamente por la capacidad del disco duro del

ordenador conectado al sistema.

Dentro del campo de estudio, las 16 regiones de interés se seleccionan mediante el
sencillo uso de un raton. Una vez comenzado el experimento es posible realizar un
seguimiento de la fluorescencia emitida en cada region empleando hasta 4 longitudes de
onda de excitacion diferentes. El sistema estd particularmente adaptado para el trabajo
con fluoréforos de dos longitudes de onda de excitacion (fura-2, mag-fura-2, BCECEF,
SBFI,...). Las imégenes para cada longitud de onda pueden ser capturadas y
almacenadas cada 500 milisegundos, por lo tanto los valores de los ratios de
fluorescencia, en un experimento con doble longitud de onda, pueden ser detectados y

mostrados cada segundo.
3.4.3.2.- El software.

El software (Camera System, version 6’61, de Newcastle Photometric Systems)
esta desarrollado para tener un uso sencillo de manera que sea posible un comienzo
rapido de los experimentos y la toma de datos de interés. Mediante el empleo del
teclado se manejan las instrucciones necesarias para la consecucion de los
experimentos, permitiendo definir el tiempo de exposicion de la camara, las
combinaciones de los filtros, la ganancia, la duracion del experimento y el tipo de

gréfico (ratio y/o longitudes de onda) que se quiere observar durante el experimento.

Durante la marcha del experimento el programa substrae los valores de
“background” a cada valor de fluorescencia y muestra la informacion numérica y

graficamente en tiempo real.

También es posible realizar marcas de tiempo para identificar acontecimientos de

interés ocurridos a lo largo de los experimentos (por ejemplo, cambios de soluciones,
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administracion de drogas, etc.). Esta informacion es almacenada automaticamente y

puede ser editada en cualquier momento para su uso al término de cada sesion.

Los datos son almacenados de manera que sean fécilmente identificables,

impresos o exportados en formato ASCII para su tratamiento con otros programas.
3.4.3.3.- Captura de imdagenes y andalisis.

En cualquier momento del experimento se pueden tomar imagenes para tener
constancia de cualquier acontecimiento sucedido durante la sesidon; estas imagenes
pueden ser capturadas tanto con baja (192x288) como con alta (384x576) resolucion, y
son mostradas en la pantalla del ordenador usando una paleta de pseudocolores, la cual
también puede ser objeto de manipulacion para mejorar la informacién contenida en la

imagen mostrada.

Asi mismo las imagenes manipuladas pueden ser archivadas e incluso impresas en

una escala de grises o de colores dependiendo del tipo de impresora de que se disponga.

Es posible también exportar las imdgenes en formato BMP para permitir un mejor

analisis por otros programas destinados para este fin.
3.4.4.- Determinacion de la [Caz+ i
3.4.4.1.-Carga con el indicador.

Las condiciones de carga con el indicador ya han sido descritas anteriormente

cuando nos referimos a los experimentos realizados en suspensiones acinares.
: ., : 2+
3.4.4.2.- Cuantificacion de la fluorescencia y [Ca”"]..

Aun cuando el sistema de deteccion de las variaciones en la intensidad de la
fluorescencia emitida por la molécula de fura-2 es diferente comparandolo con el
espectrofluorimetro en que se realizaron los experimentos con suspensiones acinares, se
siguieron los mismos protocolos experimentales para el seguimiento de las variaciones
en la concentracion de este segundo mesajero (Grynkiewicz y col., 1985). La

calibracion se realiz6 independientemente obteniendo los valores de Rmax y Rmin en el
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interior de las células; para obtener el maximo de fluorescencia no se podia emplear
digitonina como en los experimentos con suspensiones celulares ya que el fura-2 se
perderia en la cdmara de perfusion, con lo que se perfundieron las células con una
solucién 2 uM de ionomicina en presencia de 10 mM de CaCl,, mientras que para hallar

el minimo se perfundieron con una solucion conteniendo 10 mM de EGTA.

El calculo de la [Ca®"); se realizé mediante el empleo de la siguiente formula:

[CaZJr}:KdR_Rmin Sf
Rmax RS,

Todos los experimentos fueron realizados dentro de las 2 horas siguientes a la

incubaciodn de las células con el indicador.

Con esta metodologia se evalu6 la influencia que presentaban sobre la [Ca®; las
variaciones inducidas en el pH; mediante la perfusion de las células con soluciones de
NH4C1 30 mM o propionato sédico 15 mM, asi como con NMDG (compuesto que
bloquea el intercambiador Na'/K ' acidificando el medio intracelular); igualmente se
pretendia estudiar el grado de afectacion de los mecanismos oscilatorios de la [Ca®'];.
Asi mismo se realizé un estudio sobre la influencia que los citados cambios producidos
en el pH; presentaban sobre la entrada de Ca®" en las células una vez vaciados los

depositos citoplasmaticos.
3.4.5.- Determinacion de las variaciones de ph intracelular.
3.4.5.1.- Introduccion.

La regulacion del pH intracelular (pH;) ha sido objeto de gran estudio a lo largo de
los ultimos afios y se han realizado considerables avances encaminados al conocimiento
de los mecanismos celulares que existen para su regulacion. Principalmente, esta mejora
que se tiene de la informacion sobre la regulacion del pH; ha sido posible gracias al
empleo de técnicas que permiten la determinacion de cambios pequeios en la
concentracion de hidrogeniones ([H']) en el medio intracelular. Posiblemente el mas
fructifero avance ha sido el posibilitado por el desarrollo de microelectrodos sensibles a

pH. La resonancia magnética nuclear (NMR) y la espectrofluorimetria son técnicas que
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también han contribuido al avance de nuestro conocimiento y representan solidas

promesas para el futuro.

Se han realizado nuevos hallazgos sobre la regulacion del pH; mediante el
tratamiento de las células con acidos y bases débiles, efectos de la temperatura sobre la
regulacion del pHi, estudios sobre la capacidad de amortiguamiento del medio
intracelular, ensayo sobre organulos celulares, etc. Finalmente, las implicaciones de la
regulacion del pH; sobre fendémenos como la contraccion muscular o los procesos de

secrecion estan adquiriendo actualmente la mayor relevancia.

Existen numerosas propiedades y procesos celulares que se ven afectados por una
variacion en el pH como la permeabilidad y conductancia de la membrana celular,
propiedad explicada a menudo por la posible presencia de cargas fijas que atraen,
interactian y proporcionan paso a los ligandos cargados de signo contrario; como
ejemplo sirvan los ensayos que fueron realizados en 1967 sobre la influencia del pH
extracelular (pH,) sobre la conductacia de la membrana celular (Hutter y Warmer,
1967a;b), o los realizados sobre neuronas en los que se encontrd un incremento en la
permeabilidad a los iones K™ cuando aumentaban los niveles de Ca’' intracelular

(Krnjevic y Lisiewicz, 1972; Meech, 1972).

Otro fenomeno influido por el pH; es el acoplamiento célula-célula, proceso que
ha revelado una cierta relacion Ca®*/pH; como se desprende de los estudios realizados

sobre células nerviosas de caracoles (Thomas, 1974; Meech y Thomas, 1977).

Ademas de los anteriores los mecanismos de secrecion y reabsorcion de acido en

diferentes epitelios han sido objeto de investigaciones sucesivas.

Independientemente del tipo de epitelio de que se trate la regulacion del pH;
desempefia un importante papel en la génesis y control del transporte de acido (Al-
awqati, 1978; Warnock y Rector, 1979; Kinsella y Aronson, 1980) de manera que la
secrecion de acido seria estimulada por cualquier proceso que estimule un intercambio

Na'/H".

En la fisiologia celular existen numerosas interacciones entre el pH y los procesos

metabolicos. Los centros activos de las enzimas a menudo contienen grupos cuyo estado
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de ioniacidon puede afectar a la conformacidon de la enzima y asi a sus propiedades
cataliticas o su capacidad de union del sustrato (Danforth, 1965). Por el otro lado, los
procesos metabdlicos por si mismos con frecuencia generan cambios de pH debido a la

produccion o liberacién de CO, y H'.

Mas aun, procesos como la fertilizacion se acompanan de cambios en el pH; y se
ha sugerido que es debida a la activacion de un intercambiador Na'/H" que hace que se
incremente el pH; y por lo tanto se desencadene el desarrollo del embrién (Buytendijk y

Woederman, 1927; Johnson y col., 1978).

Igualmente las propiedades mecéanicas del musculo, tanto cardiaco como
esquelético, se ven afectadas por las variaciones que se puedan producir en el pH;

(Creese, 1950; Steenbergen y col., 1977).

Se ha propuesto que los cambios que se producen en la [Ca*']; y pH; durante la
estimulacion celular funcionan como sefales intracelulares en gran variedad de tipos
celulares, y es la liberacion de Ca®" y recarga de los depositos la que podria requerir un
fluyjo compensador de protones en direccion opuesta para mantener la
electroneutralidad. Asi, experimentos realizados en acinos de pardtida han hecho pensar
que tanto la bomba de Ca** como una de H" estan localizadas en el deposito de Ca*" que

es sensible al IP; (Thévenod y Schulz, 1988).

En el reticulo sarcoplasmico de células cardiacas, donde la bomba de Ca®'
funciona como un intercambiador Ca®"/H" (Levi y col., 1990), se ha observado una
acidificacion en el citoplasma celular en respuesta a diferentes agonistas, y esta
acidificacion conduce a una liberacion de Ca®" desde los depositos. En el acoplamiento
estimulo-contraccién una disminucion en el pH; facilita la liberacion de Ca®" desde el
reticulo sarcoplasmico (Orchard y col., 1987), y en el acoplamiento estimulo-secrecion
la acidificacion del citoplasma inducida tras la administracion de gastrina o trombina
podria estar asociada a la liberacion de Ca>" desde los depositos intracelulares tanto en
células parietales como en plaquetas (Tsunoda y col., 1991). También se han observado

estos efectos en neutrofilos (Cox y col., 1984).
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Pero también existen argumentos que cuestionan si esta reduccion del pH; es un
requisito indispensable para la movilizacién de Ca>". En células endoteliales de bovino
la alcalinizacion del citoplasma conduce a la movilizacién de Ca** procedente de los
depositos intracelulares (Danthuruli y col., 1990), como también se ha descrito en
fibroblastos de aves (Dickens y col., 1990), células de musculo liso (Siskind y col.,
1989) y plaquetas (Zavoico y col., 1986; Siffert y Akkerman, 1987). Asi el pH; es un
arma de doble filo en lo relacionado con los sistemas de transporte en los diferentes

tipos celulares.

Nosotros hemos realizado una serie de ensayos en nuestro laboratorio para
. , . ., + , .
intentar conocer algo maés sobre la interrelacion Ca’*/pH; en las células acinares
pancreaticas si bien ya se han realizado estudios previos sobre este mismo campo

(Tsunoda, 1990; Tsunoda y col., 1991; Muallem y Loessberg, 1990).
3.4.5.2.- Carga con el indicador.

Para la monitorizacion de las variaciones de pH; que se producian en las células
acinares pancredticas en respuesta a los diferentes tratamientos ensayados se emple6 el
indicador fluorescente 2’,7’-bis(2-carboxietil)-5(6)-carboxifluoresceina triacetoximetil

ester (BCECF/AM).

Se sometieron alicuotas de suspensiones celulares a varios protocolos de carga
para obtener las condiciones adecuadas. Las suspensiones celulares se incubaron a
temperatura ambiente (20-25°C) o a 37°C durante diferentes periodos de tiempo en
medios conteniendo varias concentraciones del indicador. Tras la incubacion las células
se centrifugaron y el sedimento se resuspendid en medio Na-Hepes sin BSA, operacion
que se repitid una segunda vez. Por homologia con la incubacion con los indicadores
para el Ca®" y el Mg®" unos grupos se sometieron a una incubacion posterior a 37°C
para la deesterificacion del indicador. Después de este periodo de “cleaving” se
procedid a la centrifugacion de la suspension celular y se resuspendieron en Na-Hepes

libre de BSA.

A continuacién se cuantifico la fluorescencia emitida por las muestras asi como

una valoracion de la viabilidad y aspecto de las células. Se obtuvieron buenas senales de
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fluorescencia junto con minimos signos de dafio celular y compartimentalizacion en

aquellos protocolos en que las células se incubaron durante 30 minutos a temperatura

ambiente y en presencia de una concentracion 5 uM de BCECF/AM, sin posterior
r 113 . 29 L . r

periodo de “cleaving”, condiciones que en lo sucesivo serian empleadas para la carga

con el indicador.
3.4.5.3.- Cuantificacion de la fluorescencia y determinacion de los valores de pH,.

En una primera instancia intentamos determinar variaciones de pH; en
suspensiones de células acinares pancreaticas, empleando nuestro espectrofluorimetro.
Para ello las suspensiones acinares eran exitadas alternativamente a 490/440 nm y la
fluorescencia emitida medida a 520 nm. Del mismo modo que habiamos hecho para la
determinacion de las concentraciones de [Ca*']; y [Mg2+]i,0, realizamos una calibracion
de nuestro sistema de deteccion para poder expresar los valores de fluorescencia

obtenidos en unidades absolutas de pH.
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Figura 7. Representacion grafica de los cambios en la fluorescencia emitida por
BCECF (eje de ordenadas) frente al pH de las soluciones empleadas (eje de abscisas),
en la cubeta de un espectrofluorimetro modelo RF-5001-PC. Los valores de
fluorescencia se expresan como el ratio de la fluorescencia emitida a ambas longitudes de onda
de excitacion (490/440 nm).
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Figura 8. Ejemplo de determinacion de variaciones de pH; en suspensiones acinares. A,
periodo basal; B, adicion a la cubeta de CCK-8 10 M; C, adicién a la cubeta de NH4Cl

20 mM.
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Para la calibracion, las células cargadas con el indicador BCECF (5 uM) se
ponian en un medio de la siguiente composicion (en mM): KC1 (145), MgCl, (1), CaCl,
(1), HEPES (10), D-glucosa (10) y nigericina a una concentraciéon de 10 uM. Estas
soluciones eran titradas a pH entre 6’4 y 8’0, técnica descrita y empleada en otras
determinaciones de pH; por otros autores (Thomas y col., 1979). En estas condiciones se

asume que el pH; se iguala al pH de la solucién externa.

Representando el ratio de las intensidades de fluorescencia obtenidas a cada una
de las longitudes de onda de excitacion (490/440) frente al pH de las soluciones
empleadas obteniamos una curva de calibracién (r* = 0°99) (figura 7) que nos permitiria
posteriormente expresar los datos de pH; en valores absolutos. Como ejemplo de
determinacion de variaciones de pH; en suspensiones acinares sirva el representado en
la figura 8, donde las células acinares pancredticas fueron estimuladas con CCK-8 10
*M (tramo B) y posteriormente se afiade NH4CI (20 mM) (tramo C). Los valores de

ratio transformados en unidades de pH; se muestran también en la figura.

Debido a que habia determinados tratamientos que no podiamos realizar en la
cubeta (por ejemplo cambio de tratamientos) y por la baja sensibilidad del sistema en la
mayoria de los experimentos, decidimos no continuar con las determinaciones en cubeta
y realizarlas en células aisladas. Ademas esto permite la observacion de cambios de pH;

en células individuales en lugar de estimar el comportamiento de una poblacion celular.
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Figura 9. Registro representativo de las variaciones obtenidas en los ratio de
fluorescencia (490/440) en un experimento tipico de calibracion para pH;. Las células
acinares pancreaticas aisladas se perfundian sucesivamente con soluciones conteniendo
(en mM): KCI (145), MgCl, (1), CaCl, (1), HEPES (10), D-glucosa (10) y nigericina a
una concentracion de 10 uM. Estas soluciones eran titradas a pH entre 6’4 y 8°0.
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Para la cuantificacion de la fluorescencia en células aisladas, se depositaron
alicuotas de 120 ul de suspension de células acinares sobre un cubreobjetos circular de
22 milimetros de didmetro colocado dentro de una camara de perfusion hecha por
nosotros mismos. El volumen interno no superaba los 250 ul. Esta camara de perfusion
estaba, a su vez, colocada sobre la platina de un microscopio invertido de fluorescencia
y las células eran perfundidas con soluciones atemperadas a 37°C a una velocidad de

flujo de 175-2 ml/min.

Las células eran excitadas alternativamente a 440/490 nm y la fluorescencia
emitida era recogida a 520 nm. Los valores de pH; se calcularon a partir de los ratios de

la fluorescencia emitida a las dos longitudes de onda de excitacion (440/490).

Nuevamente tuvimos que realizar una calibracion del sistema de medida. Para ello
perfundiamos las células con soluciones de la composicidon mencionada mas arriba,
titradas igualmente a diferentes pH. En la figura 9 se muestra un registro representativo

de las variaciones de los ratios de fluorescencia en un experimento tipico de calibracion.
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Figura 10. Curva de calibracion utilizada para la transformacion de los valores de

fluorescencia de BCECF obtenidos, en valores reales de pH. Cada punto representa la
media = EEM de 57 células en un total de 6 experimentos diferentes.
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Para poder expresar los resultados en unidades absolutas de pH se ajusté una
curva sigmoidea a los resultados de las calibraciones, utilizdndola como curva patron
(figura 10) para transformar los resultados de cada experimento en unidades de pH.
Debido a que cada célula posee gran variacion en el ratio de fluorescencia en estado
basal (Frelin y cols., 1988), fue necesaria la realizacion al final de cada experimento de
una calibracion individualizada para cada célula a pH, = 6’8, en presencia de nigericina,
siguiendo el protocolo previamente descrito. Por tanto, todos los resultados, incluidos
los de las calibraciones, fueron normalizados respecto al pH de 6’8, reduciendo asi la

variabilidad que presentaban los resultados.

La fluorescencia de las células no cargadas con el indicador era inferior al 3-5%
de la obtenida con células cargadas con BCECF, y con la perfusion continua de las
mismas se eliminaba el indicador que escapaba de las células, por lo tanto no
empleamos sus valores en la correccion de las senales de fluorescencia. Todos los
experimentos fueron realizados en el transcurso de las 2 horas siguientes a la incubacion

con el indicador.

El objeto de nuestro estudio en este punto de la parte experimental fue el de
enfocar el posible mecanismo por el que la estimulacion de las células acinares
pancreaticas con los secretagogos clasicos ACh y CCK-8 conduce a una acidificacion
del citoplasma celular. Se ensayaron dosis tanto maximas como fisioldgicas de ambos

secretagogos.

Dado que la via de acoplamiento que utilizan estos agentes implica la homeostasis
del ion Ca®’, tratamos de encontrar una posible relacion entre las variaciones en la
[Ca™]; y las de pH;. De esta manera se emplearon agentes que actiian incrementando la
[Ca®"]; como la ionomicina o la tapsigargina y/o el 4cido ciclopiazénico, que bloquean
la bomba de Ca®" del reticulo; valoramos el efecto que la elevaciéon de la [Ca®;,
mediante técnicas que no activan los receptores de la membrana celular o las proteinas
G, presentaba sobre el pHi;. En este punto nos planteamos si la CCK-8 produce
acidificacion del citosol por la movilizacion de Ca*" o por otro mecanismo. Asi, junto
con el protocolo anterior, empleamos unas técnicas que permitian la acidificacion del
medio intracelular, para tras su aplicacion evaluar el efecto que la administracion de

CCK-8 presentaba sobre el pH;.
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Otro fendmeno que tiene lugar en estas células tras el vaciamiento de los
depositos es la recarga de los mismos, a expensas de la entrada de Ca®" procedente del
medio extracelular. Tras la estimulacion de las células en un medio libre de Ca®" o
mediante el bloqueo de la bomba del reticulo en un medio libre de Ca*" los depositos
intracelulares son vaciados; se evalué el efecto que la reposicion del Ca® en el medio
de perfusion, y por tanto la entrada de Ca®", presentaba sobre el pH;. Esta parte se vio
completada por ensayos en los que se bloqueaba la bomba de Ca®" presente en la

membrana plasmatica empleando LaCl; o un pH, alcalino (pH,=8).

En una ultima fase de esta parte experimental se ensayd el efecto que la
estimulacion de la PKC presentaba sobre el pH;, asi como el efecto que las variaciones
de volumen celular y la despolarizacion de las células con soluciones de alto contenido

en K’ presentaban sobre este parametro.
3.5.- Tratamiento estadistico de los resultados.

Los resultados obtenidos en los experimentos se han expresado en valores
absolutos, representandose en las graficas registros representativos de los diferentes
tratamientos. En el texto y las tablas se muestran los resultados como la media y el error
estandar de la media, obtenidos utilizando el total de células estudiadas. Salvo que se
indique lo contrario en el texto o en los pies de figura todos los datos provienen de 4

experimentos independientes.

En aquellos casos en que se analiz6 la diferencia existente entre diferentes
tratamientos, se utilizo el test de la t de Student. Para comparar diferencias entre
frecuencias de respuesta se empled la x?, calculada mediante tablas de contingencia 2 x

2.

Para la andlisis de los resultados de las calibraciones se utilizé el calculo por

medio de regresion no lineal.
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4.1- Determinacion de la [Ca®"]; en suspensiones acinares.
4.1.1.- Efecto de la ACh sobre la [Ca*']..

La [Ca™"]; en las células acinares pancredticas en estado de reposo resultd ser
93’15 + 1°22 nM (n=15). La estimulacién con una concentracién de 10° M de ACh
produjo un rapido y marcado incremento en la [Ca®"];, alcanzando un valor maximo de
326’76 £ 25’95 nM (p < 0.05) (n=6) a los 3-5 segundos de la adicion del estimulo a la
cubeta (figura 1 A). Este aumento era seguido de una progresiva disminuciéon de la
[Ca®]; hasta alcanzar un valor estable aproximadamente a los 5 minutos de la
estimulacion, valor que se situaba ligeramente por encima del basal (139’71 + 13’19

nM; n=6).

La estimulacion de las células acinares con concentraciones menores de ACh
condujo a un patréon de movilizacion de Ca®" similar, pero de menor amplitud,
alcanzandose valores maximos de [Ca*"]; inferiores, comparados con los producidos por
la estimulacion con ACh 10 M; estos valores fueron de 203’76 + 25°23 nM (n=>5) para
10°M (figura 1 B) de AChy 109°47 + 12’99 nM (n=5) para 107 M de ACh (figura 1
C). Asi, el comportamiento de la liberacion de Ca*" en las células acinares pancreaticas
manifestd ser dependiente de la dosis del agonista aplicado. En la tabla I estan reflejadas
las variaciones de la [Ca®"]; (en nM) de las células acinares pancreaticas en respuesta a

la estimulacion con diferentes dosis de ACh.
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Figura 1. Registros originales en los que se muestran los cambios producidos en la
[Ca® )i en acinos pancredticos de rata tras su estimulacion con ACh 10°M (A), 10°M

(B)y 10"M (C).
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La estimulacion de las células acinares pancreaticas con CCK-8 a la dosis de 10
*M produjo un patrén de respuesta en la [Ca®']; similar al inducido por la estimulacion

con ACh (a la mayor dosis ensayada) como se puede observar en la figura 2.
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Figura 2. Registro tipico que muestra la respuesta producida en la [Ca®"]; tras la
estimulacion de las suspensiones acinares con CCK-8 10°M.
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t ACh 10°M ACh 10°M ACh 10'M
Basal 97,56 +7,29 | 87,66+2,73 | 85,88 +4,82
Estimulo | 326,76 +25,95 | 203,+2523 | 109,47 + 12,90
200s | 284,09+21,54 | 170,86+ 19,32 | 94,65 +7,71
300s | 241,64+16,88 | 147,62+ 13,14 | 90,91 +6,96
400s | 206,43 +1345| 127,32+6,70 | 91,41 +7,72
500s | 139,71 +13,19 | 110,13+ 4,62 | 103.51 + 10,81

n 6 5 5

Tabla I. Variaciones de la [Ca®]; en células acinares pancreaticas de rata en respuesta a
la estimulacion con ACh a las dosis de 10°M, 10°M y 107M. Los estimulos eran
afladidos directamente a la cubeta a las concentraciones requeridas. Los resultados se
expresan como la media mas el error estandar de la media.
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En el caso de la estimulacién con la dosis mas baja ensayada de ACh (10"M) el

valor estable de [Ca®"]; o meseta se alcanzé mas rapidamente que a las dosis superiores.
4.1.2.- Efecto de la histamina sobre la [ (o'

Dado que se ha descrito que la estimulacion de diversos tipos celulares con

. . . 2+ . .
histamina conduce a un incremento en la [Ca” ];, nosotros tratamos de averiguar si sus
efectos secretagogos, comprobados por otros autores, sobre el pancreas exocrino

también estaban mediados por la movilizacidon de este mensajero intracelular.

En nuestras condiciones experimentales, la estimulacion con histamina no produjo

. . . . 2+ . .
incrementos significativos en la [Ca™ |; a ninguna de las dosis ensayadas.

En la tabla II se muestran los valores de la [Ca®]; tras la estimulacion de las
células acinares pancreaticas con dosis de 10°M, 10°M y 107"M de histamina, y sus

variaciones en el periodo posterior a la adicion del estimulo a la cubeta.
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t Hist. 10°M Hist. 10°M Hist. 10'M
Basal 94,5149,21 91,45+439 | 87,67+7,71
Estimulo | 95,56+9,35 | 89,61+206 | 92,71+7.25
200 s 97,86+9,94 | 8971254 | 92,63 +741
300 s 98,06+9,75 | 91,68+3.55 | 91,17+38,13
400 s 9936+ 1031 | 93,10+3,74 | 92,30 +8,30
500s | 116,87+ 1523 | 121,40 +23,08 | 98,98 + 11,74
n 7 6 5

Tabla II. Variaciones de la [Ca®"]; en células acinares pancredticas de rata en respuesta
a la estimulacion con histamina a las dosis de 10°M, 10°M y 10”"M. Los estimulos eran
afladidos directamente a la cubeta a las concentraciones requeridas. Los resultados se

expresan como la media mas el error estandar de la media.
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4.1.3.- Efectos de los agonistas de los receptores de la histamina sobre la [ ca*'l.

En el pancreas exocrino se ha descrito la presencia de tres tipos de receptores
diferentes para la histamina. Por ello, decidimos evaluar si la estimulacion por separado
de los mismos, podria revelar algiin cambio en la [Ca®>'];, ya que se ha visto, en otras
preparaciones, que la estimulacién de uno u otro tipo de receptor esta comunicada con

vias de mensajeros intracelulares distintos.

Se ensayaron tres agonistas diferentes, uno para cada tipo de receptor: 2-PEA
(H1), dimaprit (H2) y a-metilhistamia (H3), y ninguno de ellos indujo variaciones
detectables en la [Ca’'].. Estos agentes se ensayaron a las dosis de 10°M, 10°M y 107

M, las mismas que las empleadas para el caso de la ACh y la histamina.

En las tablas III, IV y V se muestran los valores de la [Ca®]; a lo largo del tiempo,
tras la adicion de los diferentes agonistas a las suspensiones de células acinares

pancreaticas.

© Antonio Gonzalez Mateos 175



MENU SALIR

Resultados

t 2-PEA.10°M | 2-PEA. 10°M | 2-PEA. 10'M
Basal 99,89 + 8,87 | 9828+623 | 93,01+6,85
Estimulo | 101,92+9,74 | 96,65+6,10 | 91,63+7,51
200 s 103,15+9,70 | 97,49+6,38 | 93,21+ 7,46
300 s 104,96 +9,84 | 99,50+6,13 | 93,98 +7,51
400s | 106,84 +10,50 | 101,85+6,73 | 95,79+7,74
500s | 127,59+ 14,66 | 125,86 + 15,09 | 107,54 + 10,34
n 6 8 7

Tabla III. Variaciones de la [Ca®"]; en células acinares pancreaticas de rata en respuesta
a la estimulacion con 2-PEA a las dosis de 10°M, 10°M y 10"M. Los estimulos eran
afladidos directamente a la cubeta a las concentraciones requeridas. Los resultados se
expresan como la media mas el error estandar de la media.
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A pesar de que ni la histamina ni sus agonistas especificos eran capaces de
. . + . g . .
provocar variaciones en la [Ca’'];, decidimos comprobar si eran capaces de producir

.. oy ., 2+ .
variaciones en la movilizacion de Ca™ producidas por la ACh.
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t

Dimap. 10°M

Dimap. 10°M

Dimap. 10'M

Basal
Estimulo
200 s
300s
400 s
500 s

n

97,36 £ 6,75
96,60 £ 6,72
98,53 £ 8,26
99,57 £ 7,39
100,26 + 7,72
116,67 + 11,49
5

96,43 £ 6,11

94,60 + 4,75

95,72 +£5,23

96,73 +£5,73

97,61 £ 6,20

108,04 + 7,57
6

89,85 + 8,98
91,59 +9,33
90,61 £9,55
91,41 £10,08
92,61 +10,30
107,30 + 13,36
6

Tabla IV. Variaciones de la [Ca*"]; en células acinares pancredticas de rata en respuesta
a la estimulacion con dimaprit a las dosis de 10°M, 10°M y 10"M. Los estimulos eran
afladidos directamente a la cubeta a las concentraciones requeridas. Los resultados se
expresan como la media mas el error estandar de la media.
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t

a-mHist. 10°M

a-mHist. 10°M

a-mHist. 10’'M

Basal
Estimulo
200 s
300 s
400 s
500 s

n

87,06 + 21,23

90,16 + 21,87

89,56 + 21,90

89,31 £ 21,72

92,29 £23,25

106,64 + 27,77
5

98,64 + 12,42
93,68 £9,76
94,80 + 9,63

97,66 £ 11,66

98,89 £ 11,64

107,78 £ 15,31

5

91,99 £ 17,75

90,39 £ 17,71

92,20+ 19,76

93,68 £20,16

96,72 £ 20,22

108,57 + 26,30
5

Tabla V. Variaciones de la [Ca*']; en células acinares pancredticas de rata en respuesta
a la estimulacion con a-metilhistamina a las dosis de 10°M, 10°M y 107M. Los
estimulos eran afiadidos directamente a la cubeta a las concentraciones requeridas. Los
resultados se expresan como la media mas el error estandar de la media.
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En ningun caso, la movilizacion de Ca®" en respuesta a la administracion de ACh
se vio afectada por la presencia previa de histamina o de los agonistas de sus receptores.
En la figura 3 se representa, como ejemplo demostrativo, la respuesta producida por la
adicién de 10°M de ACh a la suspensién de células acinares pancreaticas, a las que se

les habia administrado previamente histamina 10 M.
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Figura 3. Ejemplo representativo del efecto observado en la respuesta de las células
acinares pancredticas a la adicion de 10°M de ACh, a las que se les habia administrado
previamente histamina 10”°M.
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4.2- Determinacion de la [Mg”*]; en suspensiones acinares.

4.2.1.- Efectos de la CCK-8 y la ACh sobre la [Mg"'].

La [Mg>']; en las células acinares pancreaticas en reposo fue de 0°75 + 0°02 mM
(n=21) cuando el medio en que se encontraban contenia Mg>" (1 mM) y de 0°77 + 0°02

mM (n=14) en medio nominalmente libre de Mg*".

La estimulacion de las células acinares pancreaticas con CCK-8, a la dosis de 10°
M, y ACh, a la dosis de 10°M, tuvo como resultado un rapido y marcado incremento
en la [Mg*"]; alcanzando un valor maximo aproximadamente a los 20-30 segundos de la
estimulacion. Este valor resulto ser de 0’98 £ 0°03 mM (n=10) para la CCK-8, y de
0’82 £ 0°05 mM (n=5) para la estimulacion con ACh, siendo significativas estas

diferencias con respecto al valor basal de (P<0°05).

El incremento producido en la [Mg>']; tras la estimulacion de la suspension
celular, se vio seguido de una disminucion progresiva hasta lograr un valor estable
incluso por debajo del basal, situaciéon que se alcanzaba a los 4-5 minutos de la
estimulacion. Los valores de la [Mg”]; a este tiempo resultaron ser de 0’59+ 0°02 mM
(n=10) y 0’59 + 0’05 mM (n=5) para la CCK-8 y la ACh, respectivamente. Esta
disminucion de la [Mg>']; por debajo del basal sélo fue estadisticamente significativa en

el caso de la CCK-8 10°*M (P<0°05).

En la figura 4 estan representados trazos tipicos que describen las variaciones

observadas en la [Mg*'];

ante la estimulacion de las células acinares pancreaticas con
estos secretagogos. La [Mg”>']; en diferentes momentos tras la estimulacion de los acinos
pancreaticos con CCK-8 10*M, ACh 10°M e histamina 10™*M esta representada en el

conjunto de histogramas que muestra la figura 5.
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Figura 4. Registros originales en los que se muestran los cambios producidos en la
[Mg**]; en acinos pancreaticos de rata tras su estimulacion con CCK-8 10°*M (a), ACh
10”M (b) e histamina 10™M (c) en un medio KRH conteniendo 1 mM de Mg%.
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. . g .y +

Ya que la CCK-8 y la ACh eran capaces de inducir la movilizacién de Mg?
cuando las células acinares pancreaticas estaban en presencia de este ion en el medio
v . . . + . ,

extracelular, parecia interesante evaluar si la ausencia de Mg®" en el medio podria

alterar las respuestas a estos secretagogos.

En la figura 6 estan representados los registros originales que la estimulacion con
10°M de CCK-8 y 10°M de ACh presentaban sobre la [Mg”']i en un medio
nominalmente libre de Mg®". Tanto la CCK-8 como la ACh eran capaces de inducir
incrementos en la [Mg**]; por encima del valor basal de manera similar a como sucedia
en condiciones normales; los valores maximos de [Mg*']; alcanzados fueron de 0’96 +
0’03 mM (n=5) para la CCK-8 y 0’87 = 0’03 mM (n=5) para la ACh. Estos valores no
presentaban diferencias estadisticamente significativas cuando se compararon con los
valores alcanzados cuando las células se estimulaban en presencia de 1 mM de Mg en

el medio extracelular.
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Figura 5. Conjunto de histogramas que muestran la [Mg”']; en diferentes momentos tras
la estimulacion de los acinos pancreaticos con CCK-8 10®"M, ACh 10°M e histamina
10*M en un medio KRH conteniendo 1 mM de Mg*". Los resultados se expresan como

la media £ EEM (* p<0’05 con respecto al basal; n=6).
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Figura 6. Registros originales en los que se muestran los cambios producidos en la
[Mg**]; en acinos pancreaticos de rata tras su estimulacion con CCK-8 10°*M (a), ACh
10”°M (b) e histamina 10™M (c) en un medio KRH nominalmente libre de Mg2+.
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El aumento en la [Mg*']; se vio acompafiado por una posterior disminucién por
debajo del basal alcanzando valores de 0°72 = 0’06 mM (n=5) y 0’80 + 0’03 (n=5) para
la CCK-8 y ACh respectivamente.
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Figura 7. Conjunto de histogramas que muestran la [Mg”]; en diferentes momentos tras
la estimulacion de los acinos pancreaticos con CCK-8 10®*M, ACh 10°M e histamina
10™*M en un medio KRH nominalmente libre de Mg*". Los resultados se expresan como
la media £ EEM (* p<0’05 con respecto al basal; n=5).
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Nuevamente, las diferencias no resultaron ser estadisticamente significativas con
. .oy . -+
respecto a la estimulacion en medio con 1 mM de Mg®". En la figura 7 se muestran
. + . . .,
histogramas que representan la [Mg”J; en diferentes momentos tras la estimulacion de

los acinos pancreaticos con CCK-8 10*M, ACh 10°M e histamina 10™M.

En la figura 8 se muestra el efecto de la estimulacion con CCK-8 10™M sobre la
[Mg>']; tras la adicién previa de ACh 10°M a las suspensiones de células acinares
pancreaticas. Como se puede observar, el ion Mg>" parece ser movilizado por ambos
agentes secretagogos desde el mismo deposito intracelular, ya que la estimulacién con
CCK-8 no se sigui6 de un nuevo incremento en la [Mg”']; tras una primera estimulacion

con ACh.
4.2.2.- Efecto de la histamina sobre la [Mg"']..

La estimulacion con histamina a la dosis de 10*M no tuvo efectos significativos
sobre la [Mg”]; (0’78 + 0°03 mM; n=6). La respuesta de las células acinares

pancreaticas en presencia de histamina esta representada en la figura 4.

El valor de la [Mg2+]i permanecia invariable (0’79 = 0’06 mM; n=6) a lo largo del
tiempo tras la adicion de este agente a la cubeta, no observandose la disminucion por

debajo del basal que se producia después de la estimulacion de las células con CCK-8

y/o ACh.
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Figura 8. Efecto de la estimulacion con CCK-8 10°*M (a) sobre la [Mg*']; tras la
adicion previa de ACh 10°M (b) e histamina 10*M (c) a las suspensiones de células
acinares pancreaticas.
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Ademas, en la figura 8, se puede apreciar como la presencia de histamina (c) no
afect6 a la respuesta inducida por la adicion de CCK-8 10°M a la suspension celular. El
valor de la [Mg2+]i alcanzado en esta situacion fue de 0°88 + 0’05 mM (n=5) que no
resultd ser estadisticamente diferente del los valores de [Mg2+]i obtenidos con CCK-8

sola (0’98 = 0°03; n=10).

. . . + .
En los experimentos realizados en ausencia de Mg”™ en el medio extracelular, la
estimulacion con 10*M de histamina mantuvo su aparente ausencia de efecto sobre la

movilizaciéon de Mg?" como se observa en la figura 6.
4.2.3.- Efectos de la CCK-8 y la ACh sobre la [Mg2+]0.

Cuando se empled la sal tetrapotasio de mag-fura-2 para determinar las
variaciones producidas en la [Mg*'], se encontraron valores de reposo de 1°03 + 0°04
mM (n=14) en medio con 1 mM nominal de Mg*" y 0°05 + 0°02 mM (n=13) en medio

nominalmente libre de Mg*".
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Figura 9. Registros de la [Mg”'], en experimentos realizados con la sal tetrapotasio de
mag-fura-2 (2’5 pM) en presencia de Mg” 1 mM en el medio extracelular. La
suspensiones acinares se estimularon con CCK-8 10®M (a), ACh 10°M (b) e histamina
10*M (c).
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En la figura 9 se muestran los registros de la [Mg®], en los experimentos
realizados con la sal tetrapotasio de mag-fura-2. La suspensiones acinares se
estimularon con CCK-8 y ACh a las dosis de 10*M y 10°M respectivamente. Su
adicion a la cubeta se sigui6 de una gradual salida de Mg®" al medio extracelular,
alcanzando un valor estable al cabo de 300-350 segundos de la estimulacion. Desde los
valores de reposo la [Mg®], aument6 hasta 1715 + 0°05 mM (n=5) y 1’18 + 0,06 (n=5)
respectivamente tras la estimulacién con CCK-8 10® M y ACh 10°M. Estos
incrementos no fueron estadisticamente significativos comparados con el basal. En la
figura 10 estan reprtesentados histogramas que muestran la [Mg”']; en diferentes
momentos (120 s. y 300 s.) tras la estimulacion de los acinos pancreaticos con CCK-8
10®*M, ACh 10°M e histamina 10*M en medio KRH conteniendo 1 mM de Mg*". Los

resultados se expresan en valor absoluto como incrementos de la [Mg?']; sobre el basal.
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Figura 10. Conjunto de histogramas que muestran la [Mg*']; en diferentes momentos
(120 s. y 300 s.) tras la estimulacion de los acinos pancreaticos con CCK-8 10°M, ACh
10°M e histamina 10*M en medio KRH conteniendo 1 mM de Mg®". Los resultados
representan la media en valor absoluto como incrementos sobre el basal + EEM de

[Mg®']; (n=5).
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La monitorizaciéon de los movimientos de salida de Mg”" en medio nominalmente
libre de dicho ion revelo que, tras la estimulacion de las suspensiones acinares con 10
*M de CCK-8 y y 10°M de ACh, se producia un incremento en la [Mg*'], que
alcanzaba un valor estable, al cabo de 300-350 segundos, de 0’16 + 0’06 mM (n=5) para
la estimulacién con CCK-8 y 0°20 + 0’06 mM (n=5) para el caso de la estimulaciéon con
ACh, sobre el valor basal. En la figura 11 se puede apreciar el incremento producido en
la [Mg®*], tras la adicion de estos agentes a la cubeta, incrementos que no fueron
estadisticamente diferentes de los obtenidos en medio conteniendo 1 mM de Mg”". En la
figura 12 estd representado un conjunto de histogramas que muestran la [Mg>']; en
diferentes momentos (120 s. y 300 s.) tras la estimulacion de los acinos pancreaticos
con CCK-8 lO'SM, ACh 10°M e histamina 10*M en medio KRH nominalmente libre
de Mg”". Los resultados se expresan en valor absoluto como incrementos de la [Mg*'];

sobre el basal.
4.2.4.- Efecto de la histamina sobre la [Mg2+]0.

En las figuras 9 y 11 se representan los registros obtenidos tras la adicion de 10
*M de histamina a suspensiones de células acinares pancredticas en medio que contenia
1 mM de Mg®" (figura 9) y en otro nominalmente libre de Mg*" (figura 11). En ningun
caso se observd que la histamina provocara movimientos de Mg”" hacia el medio

extracelular.
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Figura 11. Registros de la [Mg*'], en experimentos realizados con la sal tetrapotasio de
mag-fura-2 (2’5 uM) en ausencia de Mg®" en el medio extracelular. La suspensiones
acinares se estimularon con CCK-8 10™M (a), ACh 10°M (b) ¢ histamina 10™*M (c).
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Figura 12. Conjunto de histogramas que muestran la [Mg*']; en diferentes momentos
(120 s. y 300 s.) tras la estimulacion de los acinos pancreaticos con CCK-8 10*M, ACh
10°M e histamina 10*M en un medio KRH nominalmente libre de Mg”". Los resultados

representan la media en valor absoluto como incrementos sobre el basal = EEM de la
[Mg*' i (n=5).
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Estos resultados parecen indicar que los cambios observados en la [Mg*']; no son
dependientes de la presencia de Mg”™ en el medio extracelular y que la histamina no

parece mediar su accion a través de la movilizacion de Mg”" intracelular.
4.3 Experimentos en células aisladas.
4.3.1.- Efecto de los secretagogos sobre el pH,;.

En la mayoria de las células estudiadas el pH; en reposo estaba comprendido entre
7 y 7°3, valor semejante al hallado por otros autores en este y otros tipos de células.
Cuando se aplicaba a las células una concentracién de 10® M de CCK-8 el pH; sufria
una reduccion transitoria (figura 13). Esta acidificacion tenia un valor méximo de unas
0’07 unidades de pH, y era estadisticamente significativa (p<0’005) cuando se
comparaba esta reduccion de pH; con el valor de reposo. El valor maximo de
acidificacion se alcanzaba pasados unos 40-70 segundos desde el inicio de la respuesta.
El patrén seguido por el pH; tras la acidificacion consistia en una lenta y paulatina
alcalinizacién hacia los valores de reposo, si bien esta recuperacion no siempre era
completa. En la figura 14 podemos observar el efecto de la estimulacion con CCK-8 a la
dosis fisioldgica de 20 pM. En este caso la acidificacion era menor (p<0’005) y aparecia
en un porcentaje de células inferior (3> = 30°7; p<0’005) que para el caso de la dosis 10°
¥ M CCK-8, lo que es coincidente con el modo de reclutamiento de las células por esta

hormona.
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Figura 13. Registros en los que se muestran los cambios producidos en el pH; en

células acinares pancreaticas de rata tras su estimulacién con CCK-8 10®*M en medio
; +
conteniendo 1 mM de Ca*".
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Figura 14. Registro que muestra los cambios producidos en el pH; en células acinares
pancredticas de rata tras su estimulacion con CCK-8 20 pM en medio conteniendo 1
mM de Ca*".
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Figura 15. Registro que muestra los cambios producidos en el pH; en c€lulas acinares
pancredticas de rata tras su estimulacion con ACh 10 uM en medio conteniendo 1 mM

de Ca*".
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Figura 16. Registro que muestra los cambios producidos en la [Ca*']; (A) y en el pH;
(B) en células acinares pancreaticas de rata tras su estimulaciéon con ionomicina 1 uM
en medio conteniendo 1 mM de Ca>". Representativo de 4 experimentos.
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Con el fin de comprobar si este efecto sobre el pH; era exclusivo de la CCK-8 o si
por el contrario era compartido con otros secretagogos, realizamos unos experimentos
en los que aplicadbamos concentraciones maximas (10 uM) y submaximas (100 nM) de
ACh. El efecto, como en el caso de la CCK-8 consistia en una fase de acidificacion
seguida de una alcalinizacion y resulté ser dependiente de la dosis empleada (figura 15),
La acidificacion obtenida ante la estimulacion con la dosis menor de ACh era reducida
tanto en amplitud (no estadisticamente significativa) como en la frecuencia de células

que presentaban respuesta (ver tabla VI).
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Estimulo pH; Basal Tratamiento Resp./n® T cél.
CCK-810nM | 7230 +0°036 | 00692+ 0°006 91/98
20 pM 7321 £0°040 | 0°0332 % 0°004 39/69
ACh 10 uM 7°535+0°025 | 0°0412 +0°003 59/75
100 nM 7077+0°034 | 0°0271 +0°004 25/90

Tabla VI. Efecto que la estimulacion con diferentes dosis de CCK-8 y ACh presenta
sobre el pH; en las células acinares pancreaticas. Se indica la acidificacion producida asi
como el nimero de células en que se obtuvo respuesta (*** p<0’005 respecto al basal).
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4.3.2.- Papel del Ca* enla acidificacion producida por la CCK-8.

. . + ,
Para determinar si la respuesta de Ca>" que produce la CCK-8 en las células
acinares pancredticas interviene en la acidificacion inducida por esta hormona,

. . . 2+
realizamos una serie de experimentos en los que se elevaba la [Ca™ ];

mediante
diferentes procedimientos; de esta manera podriamos determinar si un incremento de la

[Ca®]; podria acidificar la célula.
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Figura 17. Registro que muestra los cambios producidos la [Ca*']; (A) y en el pH; (B)
en células acinares pancreaticas de rata tras su estimulacion con ionomicina 1 uM en
medio libre de Ca®*. Representativo de 3 experimentos.

© Antonio Gonzalez Mateos

204



MENU SALIR

Resultados

En la figura 16 se representa el efecto de la ionomicina (1 uM) sobre la [Ca®']; (a)
y sobre el pH; (b). En ambos pardmetros este iondforo produce un aumento en la
concentracién de iones (Ca®" y H'), de manera lenta y paulatina. El efecto sobre el pH;
fue mas pronunciado en presencia de 1 mM de Ca*" en el medio extracelular que en
ausencia del mismo (figura 17b), al igual que sucedia con el incremento observado en la

[Ca®"); (figura 17a) ante el tratamiento con este compuesto.
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Figura 18. Registro que muestra los cambios producidos en el pH; en células acinares
pancredticas de rata tras su estimulacioén con tapsigargina 5 uM en medio conteniendo 1

mM de Ca*",
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Otra técnica para incrementar la [Ca’']; en el citosol celular es el empleo de
inhibidores de la bomba de Ca®" presente en el reticulo endoplasmatico (Toescu y
Petersen, 1995). Su aplicacion detiene o reduce la acumulacién de Ca** en los depositos
intracelulares, con lo que este ion aumenta su concentracion en el citoplasma y los
depositos internos quedan finalmente vacios. Los dos principales compuestos con este
efecto son la tapsigargina y el &cido ciclopiazénico (este ultimo no puede utilizarse para
determinaciones de pH; ya que se acumula en la célula y por su naturaleza acida reduce
el pH; “per se”). La aplicacion de tapsigargina (5 pM) produjo una reduccion del pH; de

una manera mas lenta que en el caso de la CCK-8 (figura 18).
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Figura 19. Registros que muestran los cambios producidos la [Ca®]; en células acinares
pancredticas de rata en medio libre de Ca”" tras su estimulacion con CCK-8 10°*M (A),
TPS 5 uM (B) y CPZ 30 uM (C), asi como el efecto que presenta la reposicion del ion
Ca”" en el medio extracelular.
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Finalmente, otro sistema para aumentar la [Ca®]; consiste en inducir la entrada de
Ca”" desde el medio extracelular. Al igual que en la mayoria de otros tipos celulares,
esto sucede en las células acinares pancreaticas (mediante un mecanismo aln
desconocido) cuando los depdsitos internos se vacian, bien por el uso de
concentraciones altas de agonistas (Muallem y cols., 1989), o bien por inhibidores de la

bomba de Ca”>" del reticulo (Yule y cols., 1994).

Por tanto realizamos experimentos en los que las células se perfundian
inicialmente, en medio libre de Ca**, con CCK-8 10™® M, con tapsigargina 5 pM o con
CPZ 30 uM para vaciar los depodsitos. Tras esto, se continuaba la perfusion con 5 mM
de Ca™ en el medio. En esta situacion experimental el Ca*" extracelular penetra en las
células debido a que los almacenes internos han sido vaciados. El incremento observado
en la [Ca®"]; en esta parte del experimento es un indice de entrada de Ca*" extracelular
(figura 19). En la figura 20 podemos observar el efecto que presenta este proceso de
entrada de Ca®" sobre el pH;. Cualquiera que sea la técnica utilizada para vaciar los
depositos el incremento en la [Ca’"]; induce una acidificacion celular estadisticamente
significativa. En la tabla VII se resume el efecto de la elevacion de la [Ca®"]; mediante
los protocolos que acabamos de describir. No se incluye el valor de la acidificacion

producida por CPZ por deberse, al menos en parte, al caracter acidico del compuesto.
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Estimulo pH; Basales ApH; Experimental
Ionom. 1 uM
1 mM Ca*" 7198 £ 0°027 0’078 £ 0’008 ***
0 mM Ca** 7°267 £ 0°057 0’025 £ 0°004
TPS 5 uM 7°240 £ 0°037 0’056 + 0’004 ***
Influx tras:
TPS 7’121 £ 0°031 0’030 £ 0’004 ***
CPZ 7°221 £0°022 0’036 + 0’005 ***
CCK-8 7°167 + 0°038 0°034 + 0’007 ***

Tabla VII. Efecto que la aplicacion de ionomicina y tapsigargina presenta sobre el pH;
en las células acinares pancreaticas, asi como el efecto que la entrada de Ca*" presenta
sobre el pH; tras el tratamiento con TPS (5 uM), CPZ (30 uM) y CCK-8 (10 nM). Salvo
indicado, los experimentos se realizaron en medio libre de Ca*". Se indica el pH; basal y
la acidificacion producida (*** p<0’005 respecto al basal).
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Figura 20. Registros que muestran los cambios producidos en el pH; en células acinares
pancreaticas de rata cuando el medio de perfusion contenia CCK-8 10°M (A),
tapsigargina 5 pM (B) y 4cido ciclopiazénico 30 pM (C) en medio libre de Ca®’,
seguido de un medio que contenia 5 mM de Ca”" (representativos de 3 experimentos).
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Por otra parte, esta bien documentado que tanto la CCK-8 como la ACh, inducen
un incremento en la [Ca*']; mediante dos mecanismos: inicialmente liberan el Ca®" que
estd acumulado en los depositos intracelulares, y a continuacidn se activa la entrada de
Ca®" desde el medio externo. Para comprobar si alguna de estas fases esta asociada a la
acidificacion citosdlica observada, disefiamos protocolos en los que cada una de ellas se

modifica selectivamente.

La estimulacion de las células con CCK-8 10®*M en un medio libre de Ca®*
produce una respuesta de [Ca®']; similar a la control en su porcién inicial (figura 21 a),
si bien la fase sostenida de la respuesta resulta ser ligeramente inferior (figura 21 b),

debido a que esta fase depende de la entrada de Ca®" desde el exterior celular.

En esta misma situacion el pH; también se reduce de manera transitoria (figura
22), siendo el valor de esta acidificacion (0’040 £ 0°004, 77 de 98 células estudiadas)
(p<0°005) menor que en los experimentos control (0’069 = 0’006, 91 de 98 células
estudiadas), lo que indica que si bien el Ca®" extracelular no es indispensable para la

respuesta de pH; a la CCK-8, contribuye en cierta medida a su aparicion.

Por otra parte, la liberacién de Ca*" desde los depositos, que es responsable del
aumento rapido e inicial de la [Ca®"]; en respuesta a la CCK-8, puede abolirse mediante
el vaciado previo de los depdsitos utilizando tapsigargina o 4cido ciclopiazonico. En la
figura 23 se muestra como, en ausencia de Ca®" en el medio extracelular, la aplicacion
secuencial de tapsigargina 10 pM (a) o CPZ 30 puM (b) seguida de CCK-8 10™*M
bloquea la respuesta a esta ultima. En la figura 23 también se representa el efecto de la
posterior perfusién con un medio que contenia 5 mM de Ca®”, observandose una entrada

2+ . .
de Ca”" desde el medio extracelular como se ha comentado anteriormente.
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Figura 21. Registros que muestran los cambios producidos la [Ca®"]; en células acinares
pancredticas de rata tras su estimulacién con CCK-8 10*M en presencia (A) y ausencia
de Ca*"(B) en el medio de perfusion.
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En las mismas condiciones que acabamos de describir, la CCK-8 no producia
ninguna modificacion del pH; (figura 24). Este efecto se repiti6 en la gran mayoria de
las células, y s6lo muy ocasionalmente algunas producian una minuscula acidificacion
(2/40 para la tapsigargina y 1/41 para el ciclopiazénico), aunque tanto la tapsigargina
como la entrada de Ca®" inducian acidificacion (0°021 + 0’004 tras la tapsigargina y
0’034 + 0°007 tras el CPZ). En cualquier caso estos resultados indican que la CCK-8 no
produce acidificacién cuando se bloquea la liberacion de Ca** desde los depositos

intracelulares.
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Figura 22. Registros en los que se muestran los cambios producidos en el pH; en
células acinares pancreaticas de rata tras su estimulacion con CCK-8 10*M en medio

libre de Ca*".
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Figura 23. Registros que muestran los cambios producidos la [Ca®*]; en células acinares
pancreaticas de rata cuando se perfundian con un medio conteniendo tapsigargina 10
uM (A) y é4cido ciclopiazénico 30 uM (B) en ausencia de Ca*". En las figuras también
se muestra el efecto que presenta la posterior estimulacion con CCK-8 10°M vy la
reposicion de Ca®" en el medio de perfusion.
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4+ . .y .
Una vez que el Ca’" intracelular aumenta por accién de los agonistas, su
concentracion disminuye por dos mecanismos principalmente: reentrada en los

depositos y transporte al exterior de la célula.
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Figura 24. Registros que muestran los cambios producidos en el pH; en células acinares
pancreaticas de rata cuando se perfundian con un medio conteniendo tapsigargina 5 uM
(A) ¢ 4cido ciclopiazénico 30 uM (B) en ausencia de Ca’" (representativos de 3
experimentos). En las figuras también se muestra el efecto que presenta la posterior
estimulacién con CCK-8 10™®M vy la reposicion de Ca** en el medio de perfusion.
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En condiciones de estimulacién continuada con concentraciones maximas de
agonistas, la reentrada neta en los depositos es “puenteada” por el constante efecto del
IP; (Camello y cols., 1996), y el principal mecanismo de transporte de Ca®* es entonces
la bomba de Ca*" de la membrana plasmatica. Estudios previos han demostrado que la
bomba de Ca®" de la membrana puede ser inhibida por concentraciones de La’" del
rango de milimolar (Toescu y Petersen, 1995) y por el uso de medios con pH alcalino

(aproximadamente pH=8) (Tepikin, comunicacion personal).

En la figura 25 est4 representado el efecto de la estimulacién con CCK-8 (10°*M)
sobre el pH; bajo las siguientes condiciones experimentales: cuando la solucion de
perfusion contenia 1 mM de ClsLa (figura 25 a) y cuando el pH extracelular se fijaba en
8 (figura 25 b). En presencia de La’* en el medio de perfusion la acidificaciéon (0’051 +
0°006) resultaba atenuada frente a los experimentos control (0’069 + 0°006), pero
aumentaba ligera, aunque no significativamente (p>0’06) respecto a la respuesta
inducida por CCK-8 en ausencia de Ca>" en el medio extracelular (0’040 + 0°004). La
frecuencia de respuesta sin embargo, era significativamente menor que en ambos casos

(oca)” = 3774, p<0’005; 1cay” = 69’5, p<0’005) reduciéndose de manera muy clara.
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Figura 25. Registros que muestran los cambios producidos en el pH; en células acinares
pancreaticas de rata cuando se perfundian con un medio conteniendo ClsLa 1 mM (A) 6
con un pH,= 8 (B) y la respuesta a una posterior estimulacion con CCK-8 10®*M. En la
soluciones no se afiadié Ca*".
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La perfusion con un medio a pH,=8 produjo un aumento de pH; de 0°235 £ 0°017
unidades de pH. En esas condiciones la aplicacion de CCK-8 no produjo acidificacion;
tan solo 6 de 35 células estudiadas desarrollaron una débil respuesta (0’016 + 0°003),
estadisticamente inferior a la de la CCK-8 en los experimentos control (p<0’005)
(figura 25 b). Este resultado indica que la inhibicion de la bomba de Ca®" de la

membrana reduce la acidificacion producida por CCK-8.
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Figura 26. Registro que muestra el efecto producido sobre el pH; en células acinares
pancreaticas de rata cuando se perfundian con un medio conteniendo TPA 107M,
seguida de la estimulacion posterior con CCK-8 10™°M.
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4.3.3.- Papel de la PK-C en la acidificacion producida por CCK-8.

Junto al incremento observado en la [Ca®'];, esta bien establecido que la CCK-8 y
la ACh aumentan la actividad de la PK-C en las células acinares pancreaticas. Esta
cinasa colabora con el ion Ca’" para activar la célula e incrementar la secrecién acinar

de enzimas y electrolitos.

Para determinar si la activacion de la PK-C participa en la acidificacion por CCK-
8, aplicamos el activador exdgeno de la PK-C, TPA o PMA, a concentraciones capaces
de provocar la activacion de la cinasa y la secrecion de amilasa. Como podemos
observar en la figura 26, el TPA 10"M no produjo cambios significativos en el pHj,
aunque redujo la posterior acidificacion por CCK-8 (0°039 £. 0’003, p<0’005 respecto a
los controles). Por el contrario, la aplicacion del inhibidor especifico de la PK-C, el
GFX109203 o bisindolilmaleimida (5 uM), inducia una progresiva y clara acidificacion
(figura 27) (0’152 + 0°008, p<0’0055; 41 de 48 células estudiadas para el GFX),
atenuando el posterior efecto acidificador de la CCK-8 (0°028 + 0’001 frente a la

respuesta control; p<0’005).
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Figura 27. Registro que muestra los cambios producidos en el pH; en células acinares

pancreaticas de rata cuando se perfundian con un medio conteniendo GFX 5 uM,
seguido de CCK-8 10™°M.
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Una acidificacion similar se obtuvo al usar otro inhibidor de la PK-C, Ia
cheleritrina (12 uM; 0’086 + 0°007, p<0’01; 22 de 29 células estudiadas). Ninguno de
estos compuestos es acidico, y sus mecanismos de accion sobre la PK-C son diferentes,
ademds de no estar relacionados quimicamente, por lo que no cabe esperar que la

acidificacion sea un artefacto.

En conjunto estos resultados indican que la PK-C no es responsable directamente
de la acidificacion en respuesta a la CCK-8, si bien la inhibicién de su actividad la

reduce.
4.3.4.- Cambios de volumen celular y variaciones de pH.,.

Durante la estimulaciéon con secretagogos como ACh o CCK-8 las células
acinares pueden experimentar dos fenomenos: una reduccion del volumen celular (“cell

shrinkage”) y despolarizacion de la membrana plasmatica (Petersen, 1992).
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Figura 28. Registro que muestra el efecto que la modificacién del volumen celular

presenta sobre el pH; en células acinares pancreaticas de rata. Las células se perfundian
con un medio hipertonico (210 mM CINa) e hipoténico (70 mM CINa).
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Dado que la reduccién transitoria del volumen celular podria aumentar la [H']; y
reducir asi el pHj, realizamos unos experimentos en los que las células eran perfundidas
con un medio hipertonico (210 mM NaCl). Este tratamiento produjo una acidificacion
significativa en las células (0’036 = 0°002), con un valor inferior a la producida por
CCK-8 (p<0’005) (figura 28). La transicion a un medio hipoténico produjo el efecto
contrario en todas las células estudiadas, observandose una alcalinizacion transitoria. En
cuanto a la despolarizacién, provocada por la perfusion con un medio con alto contenido

en K', no produjo cambios significativos en el pH; (figura 29).
4.3.5.- Intercambio Na'/H" y acidificacion por CCK-8.

En una tultima instancia realizamos experimentos para intentar determinar si la
CCK-8 produce acidificacion mediante una inhibicion transitoria de la actividad del
antitransporte Na'/H", que es el principal sistema de control del pH; en estas células en
ausencia de HCOs™ extracelular. Para ello las células se perfundian con una solucion sin

Na' extracelular (reemplazado por NMDG) antes y durante la estimulacién con CCK-8.
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Figura 29. Registro que muestra el efecto que la perfusion con un medio conteniendo
50 mM de CIK presenta sobre el pH; en células acinares pancreaticas de rata, seguido de
la estimulacion con CCK-8 10°M.
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En la figura 30 se observa que la sustitucién del Na' extracelular produce una
acidificacion debida a que el funcionamiento del antitransportador se invierte (Muallem

y Loessberg, 1990).

La estimulacion con CCK-8 (10*M) en ausencia de Na* aun produce una pequeiia
acidificacion, si bien de escasa magnitud (0’02 + 0°007) y en un porcentaje de células
inferior al de los experimentos con CCK-8 sola (8 de 80 frente a 91 de 98 en los

controles; y* = 231°2, p<0’005).
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Figura 30. Registro que muestra el efecto que la supresion del ion Na' en el
medio de perfusion (sustitucion por NMDG) presenta sobre el pH; en células acinares
pancreaticas de rata. En esta situacion se solo produce una pequefia respuesta tras la

posterior estimulacion con CCK-8 1

0°M.
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Aunque este resultado podria hacer pensar que la CCK-8 inhibe pasajeramente el
intercambio Na'/H", es posible que la reduccion en la respuesta a la CCK-8 se deba a la
acidez presente en el interior celular en el momento de la aplicacion de la hormona. Por

tanto realizamos dos protocolos que permitieran comprobar esta posibilidad.

La perfusion de las células con una solucion extracelular de pH=7 produce una
acidificacion intracelular de 0’150 = 0’017 unidades de pH (44 células) (figura 31). En
estas condiciones de acidez intracelular, la CCK-8 actué de modo similar a como lo
hizo en ausencia de Na" extracelular: la acidificacion era menor que en los controles
(0°015 £ 0°005) y la frecuencia de respuesta se redujo significativamente (17 de 44
células estudiadas; y* = 44’1, p<0’005).
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Figura 31. Registro que muestra el efecto que la perfusion con un medio acido (pHe= 7)

presenta sobre el pH; en células acinares pancreaticas de rata, seguida de la estimulacion
con CCK-8 10™®*M. Representativo de 3 experimentos.
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La aplicacion de un pulso de NH4Cl 30 mM produce una alcalinizacion rapida
durante la presencia del mismo, seguida de una brusca y acentuada acidificacion al
retirar esta base débil del medio de perfusion (figura 32). Tras esto, el pH; aumenta
hacia valores cercanos a los basales. Esta recuperacion se debe, en ausencia de HCOs', a
la actividad del intercambiador Na'/H" (Muallem y Loessberg, 1990). La aplicacion de
CCK-8 durante esta fase de recuperacion, cuando el intercambiador esta activo, no

produjo cambios en el perfil de aumento del pH; (figura 32).

La reduccién en la acidificacién inducida por CCK-8 en ausencia de Na™ no se
debe a que la respuesta de [Ca>']; a la hormona resulte inhibida; como puede observarse
mas adelante en la figura 38, la CCK-8 en esta situacion produce una respuesta normal.

Este resultado es similar a lo indicado por otros autores (Tepikin y cols., 1992).

En conjunto estos resultados sugieren que la CCK-8 no produce una inhibicion del

. . + + . .o qe .7
intercambiador Na'/H" como mecanismo final de la acidificacion.
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Figura 32. Registro que muestra el efecto que la aplicacion de un pulso de NH4Cl 30

mM presenta sobre el

pH; en células acinares pancredticas de rata seguida de la

perfusion de las células con CCK-8 10°M. Representativo de 3 experimentos.
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4.3.6.- Efecto del pH; sobre la [ Ca2+l,-.

En la figura 33 se muestra el efecto de la perfusion de las células acinares

pancredticas con una solucion 20 pM de CCK-8. Como habia sido descrito previamente,

2
+]i

a esta concentracion la CCK-8 condujo a la aparicion de oscilaciones en la [Ca™ ]; en la

mayoria de las células. La [Ca*'];

basal estaba entorno a 70-100 nM, y las oscilaciones
tenian un amplitud de hasta 300-400 nM, con una frecuencia, bastante repetitiva y
estable, de 2 ciclos cada 100 segundos. Estos valores estan dentro del rango de lo

publicado con anterioridad por otros grupos.
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Figura 33. Efecto de la perfusion de las células acinares pancredticas con una solucion
20 pM de CCK-8 sobre la [Ca*"].
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Previamente otros autores han demostrado que los cambios en el pH, pueden
afectar a la sefial de Ca®" (ver Tsunoda, 1994). Como nuestro objetivo era determinar el
efecto del pH; sobre este pardmetro, y con el fin de modificar el pH; sin tener que
modificar el pH, empleamos tres protocolos diferentes: aplicaciones de pulsos de
NH,C1 30 mM vy propionato sédico 15 mM, y sustitucién del Na"™ del medio extracelular
por NMDG. Los efectos de estos tres tratamientos sobre el pH; se muestran en la figura

34.
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Figura 34. Efecto de la perfusion de las células acinares pancreéticas con una solucion
30 mM de NH4Cl (A), 15 mM de propionato-Na (B) y NMDG (C) sobre el pH;.
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Tanto el NH4Cl como el propionato sddico producen un cambio bifésico en el pH;.
En el caso del NH4Cl hay una alcalinizacion brusca durante su aplicacion (0°298 +
0’012 unidades de pH; 86 células estudiadas en 6 experimentos independientes),
seguida de una acidificacion una vez que se ha retirado (-0.793 = 0°020 unidades de pH,
hasta un valor medio de pH; de 6’70 £ 0°02). La perfusion con propionato sodico
provoca una acidificacion inicial (-0°219 £ 0°013 unidades de pH, hasta un pH; medio
de 7°02 £ 0°03; 54 células estudiadas en 5 experimentos independientes) para tras su

retirada conducir a una alcalinizacién de las células hasta un pH; medio de 7°40 + 0°03.

En cuanto al NMDG, su introduccién en lugar del Na" indujo una lenta y clara
acidificacion intracelular hasta llegar a un valor medio de pH; de 6’60 + 0°04 (-0°639 +
0’025 unidades de pH; 61 células estudiadas en 4 experimentos independientes). Esta se
vio seguida de una recuperacion del pH; una vez que este ion se repuso en el medio de

perfusion (figura 34 c).
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Figura 35. Efecto de la perfusion de las células acinares pancreéticas con una solucion
30 mM de NH4Cl, sobre el patron oscilatorio de [Ca2+]i inducido por la estimulacion

con CCK-8 20 pM.
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Cuando se perfundieron las células con NH4Cl 30 mM en presencia de CCK-8 20
pM, las oscilaciones inducidas por la hormona se inhibieron de forma rapida y total (41
células de 41 estudiadas; cuatro experimentos independientes), por este tratamiento
(figura 35). Este bloqueo era total o parcialmente reversible ya que la retirada de NH4Cl
era seguida de la recuperacion del patron oscilatorio en una parte del total de las células
(10 células de 41 estudiadas) (figura 35 a) aunque en la mayoria de ellas las oscilaciones
permanecian inhibidas o bloqueadas (31 células de 41 estudiadas) (figura 35 b). Tras la
retirada del NH4Cl del medio de perfusion, las células manifestaron un incremento

transitorio en las [Ca*']; (25 células de 41 estudiadas).
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Figura 36. Efecto de la perfusion de las células acinares pancreaticas con una solucion

15 mM de propionato-Na, sobre el patron oscilatorio de Ca** inducido por la
estimulacion con CCK-8 20 pM.
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Cuando las células se perfundian con un medio con propionato sdédico, en
presencia de concentraciones submaximas de CCK-8 (20 pM), se pudieron observar dos
comportamientos diferentes en el patron oscilatorio (figura 36). En la mayor parte de los
casos (40 células de 60 estudiadas; 5 experimentos independientes), la presencia de
propionato sédico abolié las oscilaciones de [Ca*']; tras una liberacion inicial de Ca*"
(figura 36 a), mientras que en el resto el patron oscilatorio no se inhibia; incluso algunas
de las oscilaciones aumentaban en presencia de propionato (9 células de 60 estudiadas)
(figura 36 b). En todos los casos la retirada del propionato sédico del medio de
perfusion tuvo como resultado un eliminacion total del patron oscilatorio del Ca**

citosolico.
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Figura 37. Efecto de la perfusion de las células acinares pancreédticas con un medio
libre de Na* (sustituido por NMDG), sobre el patron oscilatorio de Ca*" inducido por la
estimulacién con CCK-8 20 pM.

© Antonio Gonzalez Mateos

244



MENU SALIR

Resultados

Mientras que el NH4Cl y el propionato sddico modifican el pH; atravesando las
membranas biologicas, de manera que también afectan a los gradientes de pH; entre
distintos compartimentos intracelulares, la sustitucion del Na" por NMDG produce una
acidificacion basicamente citosolica, al revertir el intercambio Na'/H". Como se puede
observar en la figura 37, este tratamiento no produjo cambios en el patron oscilatorio de
la [Ca*'];, aunque la reintroduccion del Na-HEPES inhibi6 lentamente la sefial de Ca*"
en la mayoria de las células (30 de 42 células estudiadas; 5 experimentos

independientes).

El efecto de la manipulacion del pH; sobre la [Ca2+]i basal en las células acinares
pancreaticas perfundidas con NMDG, propionato sddico y NH4Cl, se representan en las
figuras 38, 39 y 40. La ausencia de Na" en el medio de perfusion no tuvo efectos
significativos sobre la [Ca*']; tanto en medio conteniendo Ca®" como libre del mismo

(figura 38).
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Figura 38. Efecto de los cambios producidos en el pH; sobre la [Ca*"]; basal en las
células acinares pancreaticas perfundidas con un medio libre de Na™ (sustituido por
NMDG), en medio con y sin Ca’". En cada registro se muestra un control de
movilizacion de Ca®" con CCK-8 10®M (A) o CPZ 30 uM (B). Este registro es
representativo de 4 experimentos.
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La aplicacion posterior de CCK-8 o CPZ produjo el efecto similar a los
experimentos controles. La perfusion de las células con propionato sédico 15 mM
también manifest6 ser inefectiva sobre la [Ca>"];; sin embargo durante el periodo en que
se retird del medio de perfusién (en la fase alcalina) la [Ca®']; se incrementd
ligeramente y de manera transitoria en un porcentaje de células (34 células de 60
estudiadas; 5 experimentos independientes) (figura 39). Finalmente, la aplicacion de un
pulso de NH4Cl 30 mM también indujo cambios en la [Ca®'];, produciéndose un
incremento inicial transitorio, tanto en presencia (67 células de 84 estudiadas; 6
experimentos independientes) como en ausencia (41 de 54 células estudiadas en 4

experimentos independientes) de Ca®" en el medio extracelular.
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Figura 39. Efecto de los cambios producidos en el pH; sobre la [Ca*']; basal en las
células acinares pancredticas perfundidas con propionato-Na 15 mM. Al final del
experimento se aplicé un control de CCK-8 10™M.
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Figura 40. Efecto de los cambios producidos en el pH; sobre la [Ca®’]; basal en las
células acinares pancreaticas perfundidas con NH4Cl 30 mM en presencia (A) y
ausencia (B) de Ca®" en el medio de perfusion.
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La retirada del NH4Cl (fase de acidificacion) produjo un ligero pero mantenido
incremento en la [Ca®"]; (84 de 84 en un medio con Ca’" y 40 de 50 en ausencia del
mismo) (figura 40). Cuando se realizaban dos aplicaciones de NH4ClI sobre las mismas
células, la alcalinizacion observada durante el segundo pulso no producia aumento en la
[Ca®];, sino una disminucion hasta la reintroduccion del medio extracelular normal

(figura 41 a), momento en que la [Ca®]; vuelve de nuevo a aumentar.
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Figura 41. Efecto de la aplicacion de un pulso de NH4C1 30 mM sobre la [Ca®"]; cuando
las células fueron tratadas previamente con un pulso de NH4Cl en presencia (A) y
ausencia (B) de este ion en el medio extracelular, y con acido ciclopiazénico 30 uM (un
inhibidor de la Ca’’-ATPasa del reticulo) en ausencia de Ca*" extracelular (C). Estos
registros son representativos respectivamente de 4, 2 y 3 experimentos independientes.
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Este efecto de un segundo pulso de NH4Cl se produjo tanto en presencia como en
ausencia de Ca’" extracelular (figura 41b). De la misma manera, la aplicacion previa de
acido ciclopiazénico inhibe el aumento de [Ca®"]; producido por la presencia de NH,Cl

(figura 41 c) (3 experimentos independientes).

El efecto de las manipulaciones del pH; sobre la sefial de Ca*" puede ser el
resultado de cambios en la funcidén de varios sistemas de transporte de este ion presentes
en las células acinares pancreaticas, como podrian ser mecanismos que retiran Ca>" del
citosol (la bomba de Ca*" de la membrana plasmatica y bombas que acumulan Ca®" en
los depositos intracelulares) y canales que permitan su liberacion desde los depositos
(activados por IP; y probablemente por otros mensajeros) y/o su entrada desde el medio
extracelular. Por tanto realizamos experimentos para determinar si el pH; modula la

entrada de Ca>" desde el medio extracelular.
4.3.7.- Efecto del pH; sobre el influx de ca’.

Previamente se ha podido demostrar que los protones extracelulares inhiben la
entrada de Ca™" en las células acinares pancreaticas (Muallem y cols., 1989) y esta bien
establecido que la entrada de Ca®" se activa una vez que los depositos intracelulares se
han vaciado. Asi, nosotros investigamos la posibilidad de que los cambios en el pH;
modificaran la movilizacién del Ca*" inhibiendo la entrada del mismo, para lo cual
ensayamos el efecto de la eliminacion del Na' del medio extracelular, del NH,Cl y del
propionato sodico sobre el “influx” de Ca®" inducido por la depleccion de los depositos
celulares mediante el tratamiento con un inhibidor de la bomba de Ca®" del reticulo, el
acido ciclopiazonico (Seidler y cols., 1989). Tras la administracion de este compuesto (a
la concentracion de 30 pM) en un medio libre de Ca®’, la [Ca®']; se incrementa de
manera transitoria. Restituyendo la concentracion de Ca’" en el medio extracelular se
desencadena la entrada de este ion en el citoplasma de las células, alcanzando un valor
estable que es indice de que esta entrada de Ca®* realmente esta teniendo lugar. Como se
puede apreciar en la figura 42, ninguno de los tres tratamientos indujo cambios en la
entrada de Ca>" en las células acinares pancreaticas. El tratamiento con NH4CI 30 mM,
indujo una pequefia y repetitiva caida en la [Ca®]; durante el periodo de “influx” de

Ca®" (figura 42 b), sin bloquearla; este efecto fue similar al que se encontré cuando el

© Antonio Gonzalez Mateos 252



MENU SALIR

Resultados

NH4Cl era aplicado en ausencia de Ca®" externo en células con una [Ca2+]i ligeramente
elevada (figura 41 b), lo que es indicativo de que esta aparente inhibicion de la entrada
de Ca®" en las células no es real. Incluso, al retirar el NH,4Cl se produjo ocasionalmente

: : 2+
un aumento transitorio en la [Ca” ;.
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Figura 42. Figura que muestra el efecto del tratamiento con propionato-Na 15 mM (A),
NH,C1 30 mM (B) y ausencia de Na" en el medio de perfusion (sustitucion de Na™ por
NMDG) (C) sobre la entrada de Ca>" en células acinares pancreaticas previamente

estimuladas por acido ciclopiazénico 30 uM.
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5.1- Experimentos en suspensiones acinares.

5.1.1.- Efecto de la CCK-8, ach, histamina y agonistas de los receptores de la

histamina sobre la [Ca’']

Desde hace algin tiempo se sabe que ACh y CCK promueven incrementos
transitorios en la [Ca®]; de células pancreaticas exocrinas. En nuestros experimentos la
estimulacion con una concentraciéon de 10° M de ACh produjo un rapido y marcado
incremento en la [Ca*'];, alcanzando un valor méaximo a los 3-5 segundos de la adicion
del estimulo a la cubeta. Este aumento era seguido de una progresiva disminucion de la
[Ca®]; hasta alcanzar un valor estable aproximadamente a los 5 minutos de la
estimulacion, valor que se situaba ligeramente por encima del basal. Un patrén de
respuesta similar se obtuvo cuando las suspensiones celulares se estimularon con CCK-
8 10™M, si bien esta hormona manifesté presentar una mayor potencia en la respuesta

ey 2+ .
movilizadora de Ca”" intracelular generada.

La estimulacion de las células acinares con concentraciones menores de ACh
condujo a un patréon de movilizacion de Ca®" similar, pero de menor amplitud,
alcanzandose valores méaximos de [Ca”']; inferiores, comparados con los producidos por
la estimulacién con ACh 10” M; asi el comportamiento de la liberacion de Ca>" en las
células acinares pancreaticas manifestd ser dependiente de la dosis del agonista

aplicado.

Sin embargo la ruta intracelular que utiliza la histamina para promover las
respuestas secretoras en el pancreas exocrino permanece aun poco clara. Estudios
previos empleando animales anestesiados habian demostrado que este agente paracrino
presenta efectos estimuladores sobre la secrecidn pancreatica exocrina; es capaz de
inducir incrementos en el flujo pancreatico y en la secrecion de HCOj3™ en el perro
(Tankel y cols., 1957; Iwatsuki y cols., 1981), de jugo pancreatico y enzimas digestivas
en conejo (Pariente y cols., 1989, 1990) y de jugo pancreatico y contenido total de

proteinas en cobaya (Alcon y cols., 1995).

Estudios realizados en diferentes tipos celulares han demostrado que la activacion

de los receptores tipo H1 de la histamina conducen a un incremento en la [Ca®']; como
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se ha descrito en células endoteliales (Diarra y Sauvé, 1992) o en células de médula
adrenal de rata (Warashina, 1992). De igual manera se han descrito acciones de la
histamina mediadas a través de la via del AMPc, estudios realizados sobre células
gastricas de cobaya (Cheret y col., 1984), hombre (Sarem-Aslani y col., 1992), en
cultivos celulares de cerebro de rata (Agulld y col., 1990) y en glandula submandibular

de cobaya (Saeki y col., 1981).

Los resultados presentados en esta memoria demuestran que las respuestas
secretoras del pancreas exocrino, descritas por otros autores, en respuesta a la
estimulacion por histamina no esta asociada con una elevacion detectable con nuestros

, + . .
métodos en la [Ca®"];, al menos con ninguna de las dosis ensayadas.

Se ensayaron ademads tres agonistas diferentes, uno para cada tipo de receptor: 2-
PEA (HI1), dimaprit (H2) y a-metilhistamia (H3), y ninguno de ellos indujo variaciones
detectables en la [Ca’'];. Estos agentes se ensayaron a las mismas dosis que las

empleadas para el caso de la ACh y la histamina.

En otro estadio de la primera parte de los experimentos se ha visto que, en ningun
ey ., + . . .y
caso, la movilizacion de Ca®" en respuesta a la administracion de ACh se ve afectada

por la presencia previa de histamina o de los agonistas de sus receptores.

De igual manera que se han descrito acciones de la histamina mediadas a través de
la via del AMPc en otros tipos celulares, en el caso del pancreas exocrino podria
suceder el mismo caso, lo cual ha sido objeto de investigaciones en nuestro laboratorio
y han dado como resultado que la histamina podria estar mediando su accion utilizando
el AMPc como segundo mensajero en las respuestas secretoras de esta glandula (Lajas y
cols., 1995; Gonzélez y cols., en prensa), datos que no han sido incluidos en esta

memoria.

5.1.2.- Cambios en la concentracion de magnesio en respuesta a la estimulacion

de las células acinares pancredticas.

Los resultados de nuestros estudios demuestran que la hormona intestinal CCK-8
y el neurotransmisor colinérgico ACh son capaces de inducir cambios en las [Mg”J; y

2+ .. o, . . .
[Mg“'], en condiciones fisioldgicas. Ambos secretagogos estimularon un incremento
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inicial en la [Mg”>']; seguido de una disminucién progresiva, alcanzando un valor estable
al cabo de 4-5 minutos de la estimulacion. Si bien el patron de movilizacion del ion
Mg*" fue similar al observado para el ion Ca*", cabe destacar que la posterior
disminucién que se observaba en la [Mg”']; fue ligeramente mayor que sobre la [Ca®'];,
alcanzandose valores a los 4-5 minutos claramente inferiores a los observados en
condiciones basales. Esta disminuciéon observada en la [Mg®']; estd probablemente
asociada a una elevacion de la [Mg2+]0, es decir una salida al medio extracelular como
asi demuestran los resultados obtenidos con la sal tetrapotasio de mag-fura-2. Los
cambios hallados por nosotros en la [Mg®]; han sido descritos también para el agente
colinérgico carbacol (Hurley y cols., 1992). Por el contrario la estimulacion con el
agente paracrino histamina no manifesté tener efectos sobre la [Mg*']; o sobre la salida

de Mg*" al medio extracelular.

Los resultados obtenidos en esta seccion también han revelado que una vez que el
Mg®" intracelular ha sido movilizado por la ACh, una posterior estimulacion con CCK-8
no produce nuevos cambios en la [Mg”J;, lo que sugiere que este ion podria ser liberado
desde un mismo depdsito que seria sensible tanto a la estimulacién por ACh como por
CCK-8. Resultados similares se han obtenido en células pancredticas aisladas, en las
que la estimulacion con CCK-8 se realizaba previo tratamiento de las mismas con
agentes movilizadores de Ca>", como la ionomicina o la tapsigargina, (Wisdom y cols.,
1995). Ademas, nuestros resultados indican que cuando se administra CCK-8 a células
previamente estimuladas con histamina, no se producen cambios significativos en la
respuesta inducida por la CCK-8 sobre la [Mg®']; en. Este hecho indica que no parece
existir interaccion alguna entre la histamina y la CCK-8 en las células acinares
pancredticas, al menos en lo referente a la homeostasis de este ion. En estudios previos
se ha demostrado la existencia de interacciones entre secretina y ACh o CCK-8 sobre la
movilizacion de Mg®" (Singh ycols., 1992; Wisdom y cols., 1994). La combinacién de
ACh y secretina atenuaba la disminucion observada en la [Mg®']; en respuesta a la

estimulacion con ACh.

. . . 2+ 2+ .
En medio nominalmente libre de Mg, la [Mg™ ]; basal no se ve afectada si se
. . . + r
comparan sus valores con la existente en medio conteniendo Mg”>", ademas de que las

respuestas inducidas por la estimulacion tanto con ACh como con CCK-8 son similares
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y no difieren de manera estadisticamente significativa de las halladas con la
estimulacion en medio normal conteniendo Mg”". Este hecho indica que la [Mg*'], no
presenta efectos sobre la [Mg*']; y, més atin, no parece estar asociada con las respuestas
observadas en la [Mg*']; en respuesta a los secretagogos. Este Mg”" probablemente es
liberado desde un deposito intracelular que podria incluir a la mitocondria (Romani y
cols., 1992) o ligandos cargados negativamente como ARN, ATP ADP, citrato o
enzimas activadas por Mg2+ (Gtinther, 1990; Cowan, 1991).

Es necesario destacar que la elevacion observada en la [Mg']; tras la estimulacién
con los secretagogos no es debida a la combinacion del Ca®* intracelular con el
indicador mag-fura-2, ya que las respuestas se observan solamente a 37 °C y no a
temperatura ambiente (Lennard y Singh, 1991; 1992). Datos apoyando esta conclusion
son los que Wisdom y cols. (1995) describen en sus ensayos en los que la estimulacion
con ionomicina o tapsigargina de acinos pancreaticos cargados con este indicador en
ausencia de Ca’" en el medio extracelular conduce a una disminucion en la [Mg2+]i,
mientras que cuando los acinos pancreaticos estan cargados con fura-2 estos agentes

: 2+
conducen a un incremento en la [Ca™ ];.

A pesar de estos resultados es necesario prestar cierta atencion a la posibilidad de
unién del mag-fura-2 al ion Ca®’, especialmente cuando grandes incrementos en la
[Ca™]; estan teniendo lugar, ya que estudios realizados por otros autores han
demostrado que los cambios en la [Ca®]; pueden interferir con las sefiales emitidas por
el indicador mag-fura-2 cuando se pretende medir Mg”" (Hurley y cols., 1992). Estos
autores han descrito que la saturacion de la molécula de mag-fura-2 con Ca>” o con
Mg*" produce cambios equivalentes en la fluorescencia emitida por la molécula del
indicador; sin embargo coinciden con nosotros en que unicamente cuando los cambios
que se estan produciendo en la [Ca®']; son realmente elevados es cuando podriamos
encontrar interferencias en la determinacion de la [Mg%]. Nuestros resultados
experimentales muestran que la Kd del mag-fura-2 para el ion Ca®" es de 15’35 uM;
mientras que Hurley y cols. dan un valor de 20’49 uM y hacen referencia a que otros
autores han encontrado valores de entre 44 y 60 uM, de manera que, teniendo en cuenta

que la [Ca®']; raramente sobrepasa el valor de 1 pM durante la estimulacion, es posible
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. . . . + . .
descartar una posible interferencia del ion Ca®” en nuestras determinaciones de la

[Mg™].
5.2.- Experimentos en células asiladas.
5.2.1- Efecto de la CCK-8 y la ACh sobre el pH;.

Nuestros resultados demuestran claramente que los secretagogos CCK-8 y ACh
inducen una acidificacion seguida de una lenta recuperacion hacia los valores basales.
Esta acidificacion es dependiente de la dosis y presenta valores mas acusados en el caso

de la CCK-8.

En general puede decirse que esta acidificacion transitoria es un rasgo comun para
los mensajeros extracelulares movilizadores de Ca>” en numerosos tipos celulares (Ives
y Daniel, 1987; Tsunoda y cols., 1991). Sin embargo, a diferencia de lo descrito por
Muallem y Loessberg (1990b), y por otros autores, que encuentran una clara
recuperacion del pH; incluso hasta valores superiores al basal, en nuestro caso, la
recuperacion del pH; tras la acidificacion inicial es lenta y, en ocasiones, incompleta, al
menos dentro del periodo de tiempo empleado en nuestros experimentos. La respuesta
que nosotros hemos detectado es similar también a la descrita para otros agonistas,

como por ejemplo la insulina en hepatocitos (Haimovici y cols., 1994).

Varias lineas de evidencia sugieren que, al menos en las células acinares del
pancreas, los agonistas estudiados producen una acidificacion intracelular por un
mecanismo relacionado con la movilizacion de Ca®" intracelular. En primer lugar, la
CCK-8 también produce una acidificacion en medio libre de Ca®", situacion en la que
los agonistas no activan la entrada de Ca®" desde el medio extracelular. Esto indica que

la acidificacion es sélo parcialmente independiente de esta entrada de Ca®".

En segundo lugar, las diversas maniobras empleadas por nosotros, y que conducen
2+ ~
a un aumento en la [Ca”']; van acompafiadas, en mayor o menor grado, de una
acidificacion. Aunque en el caso del tratamiento con ionomicina este resultado sea de
dificil interpretacion (pues la ionomicina también transporta protones y podria acidificar
. . , . . 2+
el citosol por liberar protones desde los orgdnulos intracelulares), en ausencia de Ca

. .y 2+ © 1 .7
extracelular (situacion en la que el aumento de la [Ca”']; es menor) la acidificacion
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también es inferior a la obtenida con 1 mM de Ca®" en el medio externo, sugiriendo que

su efecto sobre el pH; se debe basicamente a un incremento de la [Ca2+]i.

Pero tanto la aplicacion de tapsigargina (que inhibe de forma irreversible la
bomba Ca?*-ATPasa microsomal), como el incremento en la entrada de Ca*" desde el
medio extracelular inducido por vaciamiento previo de los depdsitos citoplasmaticos,
maniobras que incrementan la [Ca®'];, provocan una acidificacién citoplasmatica solo
explicable por las concentraciones del ion y no por otros mecanismos como pudieran ser
la activacion de la PLC o la generacion de otros mensajeros intracelulares distintos al
Ca”. Por lo tanto podemos aceptar que la elevacion de la [Ca®]; es suficiente para

acidificar las células acinares pancreaticas.

Esta tesis se ve reforzada por el hecho de que la CCK-8 necesita movilizar Ca**
desde los depositos intracelulares no mitocondriales para inducir esta acidificacion. De
hecho, en ninglin caso hubo reduccion en el pH; en respuesta a la CCK-8 cuando las
células habian sido previamente tratadas con tapsigargina o CPZ, porque los depodsitos

; . . T 2+
estaban vacios y los experimentos se realizaron en medio libre de Ca™ .

Sin embargo Muallem y Loessberg (1990) indican que la acidificacion por CCK-8
no se afecta ante el pretratamiento con bajas concentraciones de ionomicina, que segin
estos autores vacia los depdsitos intracelulares de Ca*". No es facil dar una explicacion
para esta discrepancia. Una posibilidad es que la ionomicina altere de alguna manera la
distribucion subcelular de protones, lo que podria ya de por si cambiar el pH;. En
cualquier caso, como ya hemos comentado anteriormente, la capacidad de la ionomicina

para actuar como un protonoforo desaconseja su empleo en estudios de pH;.

Nuestros resultados coinciden con los de otros autores que han encontrado que la
acidificacion en respuesta a la ionomicina y otros agentes movilizadores de Ca”" resulta
abolida si se tampona la respuesta de [Ca*']; (Ives y Daniel, 1987). Por otro lado,
Kimura y cols. (1990) han demostrado que el Ca®" citosolico es un requisito para que
los agonistas, que como la vasopresina o la trombina producen acidificacion inicial
seguida de alcalinizacion, puedan activar el intercambio Na'/H", indicando una estrecha
relacion Ca**-pH; y postulando que el aumento de [Ca®’]; que producen ciertos

. . o« . .y y e . + +
agonistas contribuye a la alcalinizacién, via intercambio Na /H .
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De lo discutido hasta aqui se deduce que la CCK-8 acidifica las células con el

: +
concurso necesario de un aumento en la [Ca*'];, aumento que “per se” es capaz de
reducir el pH;, aunque no sea necesariamente el unico mensajero activado por la

hormona que produzca esa acidificacion.

Una posible explicacion al fendmeno descrito es que durante la aplicacion de la
CCK-8 o la ACh (o de cualquier tratamiento que aumente la [Ca*'];) la activacion de la
bomba de Ca®* de la membrana plasmatica (PMCA) genere un intercambio Ca®"/H",
como han descrito Dougirdas y cols. (1995) y Kimura y cols. (1990). Para comprobar
esto, realizamos experimentos en los que la actividad de la PMCA estaba reducida con
lo que si la acidificacion se debe en parte a la propiedad de esta bomba de intercambiar
protones por Ca>", la CCK-8 deberia producir una respuesta menor. En efecto esto es lo
que se observa, sin que por ello podamos excluir la existencia de otros mecanismos que
colaboren en el cambio de pH; en respuesta a la CCK-8 y ACh. Otro dato que refuerza
esta relacion PMCA/pH; es la observacion en nuestro laboratorio (datos no mostrados
en esta memoria), y por otros autores (Kimura y cols., 1990; Lax y cols., 1994), de que
al pasar las células de un medio con Ca*" a un medio libre del ion, el pH; sufre una
ligera disminucion, o lo que es lo mismo la reduccion de la [Ca*'], permitiria una cierta

“aceleracion” de la actividad de la PMCA.

Aunque Muallem y Loessberg (1990) descartan este intercambio, basandose en
que las células acinares no movilizan suficiente Ca®* para explicar el acimulo de H', lo
cierto es que para una acidificacion de hasta 0’1 unidades de pH con un pH; basal de 7°2
(AH =0’1) y asumiendo una capacidad de tamponamiento celular de 10-20 (mM/unidad
de pH), el aumento neto de [H'] es de 1-2 mM, que es cercano a la cantidad de Ca*"
movilizado y transportado al medio externo por los agonistas (Tepikin, 1992a), incluso

asumiendo que el intercambio sigue una estequiometria 1:1 y no 1:2.

Otra posibilidad es que la CCK-8 inhiba transitoriamente el intercambiador
Na'/H", tinico de los sistemas descritos de control del pH; en estas células que se
encuentra activo en ausencia de HCOj;™ en el medio extracelular (Muallem y Loessberg,
1990). Tal inhibicion podria ser directa o consecuencia de un incremento en la

., . + e, .
concentracion intracelular de Na', por apertura de canales cationicos de membrana
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(Petersen, 1992). De ser asi, el bloqueo previo de este antitransporte anularia la
reduccion del pH; en respuesta a la CCK-8. Si bien esto es lo que sucede en nuestros
experimentos con NMDG, al eliminar el Na del medio externo el antitransporte no
solamente se inhibe sino que se invierte (intercambiando Na™ intracelular por H"
extracelulares) y el pH; disminuye hasta niveles que quizds no permitan una respuesta
posterior a la CCK-8. Cuando comprobamos ¢ésto, acidificando las células mediante la
reduccion del pH, hasta 7, obtenemos también una menor respuesta a la CCK-8. Incluso
la administracion de CCK-8 durante la fase 4cida que sigue a un pulso de NH4CI no
produce cambios en la recuperacion del pH;. Como esta bien establecido que esta
recuperacion, en ausencia de HCO;™ externo, es debida a la actividad del intercambiador
Na'/H", si la CCK-8 lo inhibe transitoriamente esto deberia cambiar el perfil de la
alcalinizacién, cosa que no sucede. De lo anterior se desprende que si el pH; es lo
suficientemente bajo, la CCK-8 no acidifica las células acinares del pancreas a pesar de
ser capaz de liberar Ca’" desde los depdsitos normalmente, como indican nuestros
resultados (ver figura 38, en resultados). Nuevamente discrepamos con Muallem y
Loessberg (1990), quienes indican que en ausencia de Na" en el medio extracelular la

CCK-8 no pierde su capacidad de reducir el pH;.

Junto con la movilizacion de Ca®’, es bien conocido que la CCK-8 y la ACh
aumentan la actividad de la PKC. Esta enzima es un factor activador del intercambio
Na'/H" en numerosos tipos celulares (ver Frelin y cols., 1988), incluyendo las células
acinares pancreaticas (Bastie y cols., 1988). Por tanto no parece probable que la PKC
sea responsable de la acidificacion, al menos de una manera directa. De hecho nuestros
resultados demuestran que la aplicacion del activador de la PKC, el TPA, no induce
acidificacion. Al emplear inhibidores de esta enzima, como el GFX y la cheleritrina, se
produce una acidificacion, la cual sugiere un posible efecto tonico de la PK sobre el pH;,
muy probablemente via intercambiador Na'/H'. Tanto la aplicacion de TPA como la
inhibicion de la PKC, reducen la acidificacion provocada por CCK-8. Aunque esto
pueda parecer una contradiccion, creemos que no es asi, debido a que: a) parte de la
acidificacion se debe probablemente a una activacion generalizada celular por la PKC y

b) el pretratamiento con TPA inhibe la movilizacion de Ca®" en células acinares de rata.
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Kimura y cols. (1990) también hallaron resultados parecidos al aplicar TPA y
estaurosporina (un inhibidor de la PKC) en plaquetas, al estudiar la activacion del
intercambiador Na'/H" debida a la acidificacion citoplasmatica. Estos autores lo
explicaron aduciendo que la PKC actia normalmente ademés de activando el
intercambiador Na'/H", como retroinhibicién negativa de la sefial de Ca*" (que lo activa
atn mas), con lo que el inhibidor acentia el efecto del Ca®" (por facilitar su
movilizacion) y el TPA estimula directamente la actividad del intercambiador. En
nuestro caso, independientemente del efecto sobre el pH; basal, podemos estar en una
situacion andloga pero centrada en la acidificacion inicial: la PKC participa en la
acidificacion (por eso el GFX reduce la respuesta de pH; a la CCK-8) pero puede
reducirla al inhibir la sefial de Ca®" (por eso el TPA también reduce la respuesta). De
hecho, se sabe que en las células la movilizacién de Ca*" puede ser reducida al emplear
TPA, y ademas la actividad de la PMCA se incrementa por estimulacion de la PKC
(Arita y cols., 1990; ver Tsunoda, 1993).

Las células acinares sufren una reduccién de volumen al ser estimuladas por
secretagogos (Petersen, 1992), de manera que deben responder con un aumento de
volumen compensador o RVI (Lang y cols., 1995). En todos estos mecanismos, ain
bastante oscuros, el transporte de H" podria tener un papel importante que explicase la
reduccion de pH;. El intercambio Na'/H" es activado al reducirse el volumen celular,
conduciendo a la captacion de Na™ y cooperando en el RVI. Aunque no se sabe cual es
el mecanismo para tal activacion, es posible que una reduccién inicial del volumen
contribuya a ello, mediante una disminucion del pH;. De hecho nuestros resultados
muestran que la perfusion con un medio hipertonico puede reproducir en cierta medida
la acidificacion producida por la CCK-8. Esto sugiere que la mera activacion de la

célula, de ir acompafiada de cambio de volumen, conduce a la acidificacion inicial.

Otro fendmeno que acompafia a la activacion celular por secretagogos es la
despolarizacion de la membrana plasmatica. En nuestros experimentos, una
despolarizacion producida por la presencia de 50 mM de CIK en el medio de perfusion
no produjo cambios en el pH;, como era de esperar por otra parte si este posible efecto

se debe tan solo al mero cambio del potencial electroquimico para el ion H'.
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Aunque creemos que una parte de la acidificacion es producto del intercambio
Ca”**/H" por la activaciéon de la PMCA cuando la [Ca*']; es aumentada por la CCK-8 o
la ACh, es probable que una parte de esta acidificacion sea (descartada la inhibicion del
intercambio Na'/H") consecuencia de la produccion de equivalentes acidos en algiin

punto del citoplasma.

De hecho, en las condiciones en que hemos realizado nuestros experimentos no es
de esperar que realmente la CCK-8 actiie disminuyendo o retirando equivalentes basicos
(como HCOy'), por lo que todo apunta a que tenga lugar una producciéon neta de
protones. En células intestinales, IEC-6 Sjaastad y cols. (1992) han demostrado que
incluso en en situacion de reposo la produccion o liberacion de H' es bastante elevada,
que tendria un origen citosolico o bien en la presencia de un canal o intercambiador de

H+

Un simple aumento del metabolismo celular incrementaria la fosforilacion
oxidativa y el transporte de H" por las mitocondrias. Teniendo en cuenta que en las
células acinares pancreaticas el volumen mitocondrial total es aproximadamente un 8%
de la matriz citosolica (Bolander, 1974), para que se produzca una acidificacion de 0°07
unidades de pH en el citosol a expensas del transporte mitocondrial de H', en la matriz
de las mitocondrias seria posible una alcalinizacién de hasta 0’46 unidades de pH. En
estudios con mitocondrias aisladas se han descrito alcalinizaciones de hasta 0’3
unidades de pH, al aumentar su actividad (Campo y Tedeschi, 1984). Si bien,
teoricamente hablando, es dificil que el aumento de la actividad mitocondrial sea el
principal origen de la carga acida, y no teniendo datos que permitan saber hasta qué
punto los secretagogos incrementan la actividad mitocondrial, no seria improvable que
la actividad mitocondrial sea un factor mas implicado en la acidificacion provocada por
CCK-8. Ademas, el estimulo metabdlico puede, de todos modos, generar carga acida

por produccion de metabolitos como piruvato y lactato.

En neuronas de caracol se produce una acidificacion en respuesta a la inyeccion
de Ca*" que es bloqueada por inhibidores mitocondriales. En estos resultados se basa la
hipétesis de que el ion Ca** se intercambia por H' intramitocondriales (ver Roos y
Boron, 1981). Méas especificamente, en células acinares pancredticas se ha descrito

captacion de Ca®" por las mitocondrias, sobretodo al aumentar la [Ca*']; hasta valores
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proximos a 1 uM (Toescu y cols., 1993). Por todo ello, aunque creemos que se trata de
un factor secundario, no podemos excluir la posibilidad de que la funcién mitocondrial

participe de los procesos acidificadores encontrados.

En resumen, nuestros datos demuestran que la CCK-8 induce una acidificacion
. . . . < 2+ 7o
transitoria desencadenada basicamente por la liberacion de Ca™ desde los depositos

intracelulares, cooperando en esto la entrada de Ca*” desde el medio extracelular.
5.2.2.- Efecto de las modificaciones del pH; sobre la [ Ca*'l.

Los sistemas de acumulaciéon de Ca® en los depbsitos intracelulares y,
probablemente, las oscilaciones de [Ca*']; dependen de la existencia de gradientes de
pH subcelulares (Schulz y cols., 1989). De ser cierta esta hipotesis, la modificacion
experimental del pH; debe afectar profundamente al patrén oscilatorio de la [Ca*'];
detectable en las células acinares durante su estimulacidn con concentraciones

fisiologicas de CCK-8.

Efectivamente, nuestros resultados indican que los mecanismos de generacion de
. . +. , . , .
oscilaciones en la [Ca’]; en las células acinares del pancreas exocrino de la rata

implican la existencia de gradientes intracelulares de pH y/ o el transporte de protones.

Tanto la aplicacion de propionato como de NH4Cl muestran efectos coincidentes
sobre las oscilaciones de [Ca*"};: durante la alcalinizacion se produce un bloqueo de las
oscilaciones, mientras que durante la acidificacion hay una liberacion inicial de Ca*"
seguida de una inhibicion mayoritaria de las oscilaciones. Sin embrago, la perfusién con
un medio libre de Na" (que fue sustituido por NMDG) solo afecta a las oscilaciones
cuando las células disponen nuevamente de Na' extracelular. Puesto que las tres
maniobras experimentales acidifican la célula, el diferente comportamiento de las
oscilaciones revela que soélo una acidificacion del citosol (efecto del NMDG al
revertirse el intercambiador Na'/H') no es suficiente para la inhibicion de las
oscilaciones, mientras que propionato y NH4Cl, que difunden con facilidad a través de
todas las membranas celulares y modifican tanto el pH citosélico como como el de los

organulos intracelulares, las bloquean. Por tanto las oscilaciones de la [Ca®']; inducidas
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por CCK-8 so6lo se mantienen si existe un gradiente de pH entre citoplasma y organulos

o depositos intracelulares.

Pero las oscilaciones de Ca®" en células que no poseen canales de Ca®" activados
por voltaje, ni directamente por el receptor, como es el caso de las células del pancreas,
dependen ademas del gradiente de pH, de la interrelacién entre distintas bombas y

canales que transportan este ion (Petersen, 1992).

El bloqueo de la entrada de Ca®" desde el medio extracelular puede reducir
lentamente las oscilaciones de Ca®" en las células acinares pancreaticas (Tsunoda,
1990), debido a un progresivo vaciamiento de los depositos intracelulares, ya que con
cada oscilacién las células expulsan una cantidad de Ca®" al medio extracelular (Tepikin
y cols., 1992b). Aunque algunos autores han propuesto que la alcalinizacion con NH4Cl
inhibe la entrada de Ca®" (ver la revision de Tsunoda de 1993), lo mismo que ocurre con
la acidificacion del medio extracelular (Muallem y cols., 1989), con nuestros
experimentos se demuestra claramente que la alcalinizacidon intracelular no reduce la
entrada de Ca”". Por tanto, a pesar de que hay una aparente reduccion del “influx”, ésta
es realmente reflejo del efecto del pH; sobre la [Ca®';. Ademas, la deprivacion de Ca**
extracelular actia inhibiendo las oscilaciones en las células acinares del pancreas de
modo lento y, con frecuencia, incompleto (Tepikin y cols., 1992b; Tsunoda, 1990), a
diferencia de la inhibicion rdpida y absoluta que nosotros hemos encontrado. Por tanto
no es probable que el efecto de NH4Cl y del propionato se deba a una reduccion del

“influx” de Ca*".

En cuanto a un posible efecto sobre la extrusion de Ca®" hacia el medio externo,
de ser inhibida por los protones citosolicos, el resultado seria un incremento de la
[Ca’"]; al reducirse el pH citoplasmatico, con una mayor amplitud de las oscilaciones,
mientras que éstas se reducirian al alcalinizarse el citoplasma pero no llegando a
abolirse, hechos que no se ven confirmados por nuestros resultados. Esto deja tan solo
el transporte de Ca®" a través de las membranas intracelulares o la capacidad de
tamponamiento de Ca’* como posibles puntos de accion de la alcalinizacion

intracelular.
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En las células acinares del pancreas y de glandula pardtida de rata se ha
demostrado que el mecanismo por el que los depositos intracelulares sensibles al 1P
captan Ca’" citoplasmatico, una Ca>’-ATPasa dependiente de Mg®", funciona
intercambiando Ca”" citosélico por H', que seran recaptados mediante una H'-ATPasa
vacuolar dependiente de Mg”" (Schulz y cols., 1989). Por tanto, de bloquearse o
reducirse el gradiente de H' en el interior del reticulo (que es el punto intracelular
propuesto como deposito del Ca®" movilizado en este tipo de oscilaciones que nos
ocupa) es de esperar un defecto en la captacién de Ca’’. Esta captacion es muy
importante en el patron oscilatorio normal observado en la [Ca®"]; en respuesta a los
agonistas, como se ha demostrado también al aplicar concentraciones submaximas del

inhibidor de esta bomba, la tapsigargina (Petersen y cols., 1993).

Nuestros resultados podrian explicarse si existiera un bloqueo de la recarga
acompafiado de una rdpida extrusién a través de la bomba de Ca®" situada en la
membrana celular y/o el tamponamiento de los iones Ca’" por unidn inespecifica, al
reducirse drasticamente la concentracion de H'. Una alternativa, mas complicada, es
que la alcalinizacién, al anular la acidez en el interior de los depésitos de Ca*", reduzca
la fusion de vesiculas o compartimentos, fendmeno activado en el pancreas por el GTP
de un modo dependiente de la acidificacion intravesicular (Hampe y cols., 1990) que es
una de las teorias para explicar la movilizacion de Ca®" desde el deposito insensible al

IP; tras la activacion del sensible (Schulz y cols., 1989).

Por otra parte, Tsunoda y cols. (1991) han propuesto que la liberacion de Ca®"
desde el deposito produce un flujo de H' en sentido opuesto al movimiento de Ca®’,
para compensar la electroneutralidad, de manera que las oscilaciones de [Ca®]; se
acompafiarian de oscilaciones en el gradiente de pH entre citosol y depésito de Ca", y
cooperarian en cada liberacion de Ca”". Por supuesto la alcalinizacién interna inhibiria
este mecanismo oscilatorio. La acidificacidn, sin embargo, s6lo produciria el efecto de
reducir el gradiente de pH intracelular, inhibiendo las oscilaciones e incluso liberando
Ca®" de los depositos, como de hecho encontramos. Sin embargo, el NMDG no actia
asi, por lo que es mdas probable que este modelo no sea totalmente correcto.
Coincidimos con Tsunoda en la intervencion de gradientes de pH en los ciclos de Ca*"

(aunque no necesariamente mediante oscilaciones de este gradiente) pero la sola
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acidificacion citosolica no es, a la luz de nuestros datos, causa suficiente para la
liberaciéon de Ca®" desde el deposito (aunque contribuya a ello como indica la aparicion
de algunas espigas en células que no oscilaban y en una minoria de células que si lo
hacian -ver resultados-). Es la acidificacion conseguida con propionato o tras NH4Cl la
que realmente es efectiva aumentando la liberacion de Ca®", y puesto que en nuestros
experimentos no es de intensidad mayor que la lograda con NMDG, debe implicar
algun orgénulo citoplasmatico. Sin embargo, no disponemos de ninglin dato que pueda
explicar este comportamiento a no ser la transfrencia de Ca®" al depdsito sensible a IPs
descrita con anterioridad (ver mas arriba). Esto deberia inhibir hasta cierto punto las
oscilaciones sin llegar a abolirlas totalmente, que es precisamente el patron observado

en presencia de propionato (y, en menor medida, al retirar el NH4Cl).

Por 1ltimo, la reentrada de Na' al retirar el NMDG inhibe las oscilaciones en un
alto porcentaje de las células, coincidiendo con la recuperacion del pH; hacia niveles
basales (pero sin que se llegue a establecer en ese periodo una alcalinizacion), mediante
la reactivacion del intercambio de Na™ extracelular por H' intracelulares. Asumiendo
que basicamente este cambio de pH; afecta al citosol, la reduccion observada en las
oscilaciones de la [Ca*"]; solo puede explicarse si, ademas de los gradientes de pH en el
medio intracelular y del flujo de H' en relacion con el Ca*" mencionados mas arriba,
alguno de los sistemas de transporte de Ca>" se “adaptase” durante la acidificacion (en
ausencia de Na") y resultase inhibido al reducirse la [H'] (presencia de Na' externo).
Sin embargo, no disponemos de datos que permitan discutir esta posibilidad, aunque se
ha propuesto que la liberacion de Ca®" desde el deposito insensible a IP; puede ser
inhibida por protones (Schulz y cols., 1989). Como hemos indicado antes, esto
requeriria por tanto que este depdsito sea un factor activo y necesario en las

oscilaciones, lo que coincide con lo descrito por distintos autores (ver Petersen, 1992).
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D)

2)

3)

4)

S)

Ni la histamina ni los agonistas 2-PEA, dimaprit y a-metilhistamina, en un rango
de concentraciones de 10° M a 107 M, inducen variaciones detectables con los
métodos empleados por nosotros en la concentracion de Ca®” libre citoplasmatico
de células acinares pancredticas de rata. Los efectos secretores descritos por otros
autores para la citada amina no se justifican pues por la activacion de la sefial

intracelular de Ca*".

Tanto la CCK-8 como la ACh inducen no s6lo aumentos en la concentracion de
Ca®" intracelular, sino ademéas cambios en la homeostasis del ion Mg
independientes de la concentracion de este ultimo en el medio extracelular, lo que
podria suponer un hecho importante en los mecanismos de acoplamiento

estimulo-secrecion en las células acinares pancreaticas de rata.

. .y + . g .y
Los agonistas movilizadores de Ca*", ACh y CCK-8, producen una acidificacion
transitoria en las células acinares pancreaticas de rata, acidificacion dependiente
o ., 2+ , . .
de la movilizacion del Ca” acumulado en los depdsitos intracelulares y

parcialmente dependiente de la entrada de Ca>” desde el medio extracelular.

Al menos una parte de la acidificacion ocasionada por estos secretagogos se debe

a la extrusion de Ca®" mediante la bomba situada en la membrana plasmatica.

. ., . . 2+ .
Los mecanismos de generacion de las oscilaciones de Ca” por concentraciones
fisiologicas de CCK-8, necesitan de la existencia de un pH; estable y de gradientes

intracelulares de pH.
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