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Justificacion y Objetivos 3

La secrecion de jugo pancredtico es el resultado fisioldgico de la accidn de un
elevado nimero de mensajeros intercelulares (fundamentalmente hormonas
gastrointestinales, como secretina y CCK, y neurotransmisores como ACh y VIP) que
actian como secretagogos sobre las células acinares y ductulares pancreéticas.
Adicionalmente, existen agentes reguladores que pueden modular la secrecién
pancredtica exocrina, entre los que se incluyen histamina, somatostatina, insulina y
factores de crecimiento.

Las células acinares del pancreas exocrino se han utilizado muy a menudo como
modelo para el estudio del acoplamiento estimulo-secrecion. Como consecuencia de
estos estudios, parece totalmente aceptada la existencia, en este tipo celular, de dos
vias mayoritarias de mensajeros intracelulares: por una parte, la elevacion transitoria
del calcio libre citoplasmatico y la activacion de la proteina cinasa C, previa
formacion de IP3 y DAG a partir de fosfolipidos de inositol (via utilizada, por
ejemplo, por la CCK vy la acetilcolina) y, por otra parte, el incremento de los niveles
intracelulares de AMPc y activacion de la proteina cinasa A (via utilizada, por
ejemplo, por la secretina y el VIP).

Ademas de estas vias clasicas, se ha postulado recientemente la existencia de
nuevas vias de transduccion de sefiales en diversos tejidos. Una de ellas es la
activacion de las tirosinas cinasas. Entre los agentes relacionados con la actividad
tirosina cinasa estan la insulina y los factores de crecimiento, como el factor de
crecimiento epidermal (EGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), los
cuales provocan la fosforilacion de restos de tirosina. Este mecanismo es uno de los
acontecimientos moleculares que preceden a los procesos de division y proliferacion
celular, si bien se estd postulando actualmente que esta via podria tener un papel
modulador de los procesos funcionales en diferentes tipos celulares, principalmente
células secretoras y contractiles. Esto se encuentra ademas relacionado con evidencias
experimentales que demuestran que algunas hormonas clasicas (como la CCK),
ademas de secretagogos, actian como factores tréficos, induciendo un crecimiento del
tejido pancreatico al mismo tiempo que activan los procesos secretores. Por otro lado,
la utilizacion de inhibidores especificos de las tirosinas cinasas inhibe la liberacion de
amilasa estimulada por CCK. Sin embargo, la posible participacion de las tirosinas
cinasas modulando las respuestas secretoras rapidas provocadas por agonistas
extracelulares ha sido menos estudiada. Ademas, algunos trabajos han demostrado que
la administracion exégena de EGF parece tener efecto estimulante en el pancreas de
rata anestesiada y ratén, habiéndose demostrado la presencia de grandes cantidades de
EGF a lo largo del tracto gastrointestinal, y particularmente en el pancreas, donde se
llegan a alcanzar concentraciones de 3 pg/g de tejido.

El objetivo general de este trabajo ha sido determinar el papel que la
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estimulacion de una via de acoplamiento estimulo-secrecion alternativa o
complementaria a las ya claramente establecidas, concretamente la via de las tirosinas
cinasas, tiene sobre el pancreas exocrino. Teniendo en cuenta la informacidn
bibliogréfica existente sobre los aspectos de la fisiologia celular en los que participan
las proteinas tirosinas cinasas y en particular sobre la fisiologia del pancreas exocrino,
nos propusimos contestar a los siguientes objetivos especificos:

a.- Determinar si la administracién de factores de crecimiento a rata anestesiada
modifica la actividad secretora del pancreas exocrino.

b.- Determinar si la activacion directa de tirosinas cinasas en acinos
pancredticos por factores de crecimiento induce secrecién enzimatica y si esta
activacion es el resultado de alteraciones en los depésitos intracelulares de calcio.

c.- Determinar si la activacion indirecta de la via de las tirosinas cinasas,
mediante el uso de inhibidores de tirosinas fosfatasas, estd implicada en los procesos
secretores y de movilizacion de calcio.

Para ello se han utilizado ratas Wistar anestesiadas y células acinares
pancreéticas de esta misma especie animal.

Previamente al disefio experimental, se realiz6 una amplia revision
bibliografica, que se ha ido actualizando a lo largo de los 4 afios dedicados a
desarrollar esta Tesis Doctoral. Los métodos empleados también se describen
ampliamente y el resto de la memoria lo constituyen los resultados obtenidos, la
discusion de los mismos y un breve capitulo dedicado a las conclusiones.
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2.1 Anatomia general y estructura del
pancreas.

El pancreas es una glandula tibulo-acinar compuesta que estd situada en la
region craneal de la cavidad abdominal. Se localiza generalmente detras del estomago,
en una posicién metaperitoneal, extendiéndose desde el bazo hasta las asas
duodenales.

El pancreas de la rata presenta una estructura difusa de color rosado. En esta
especie, el peso de la glandula oscila entre 550 mg (ratas de 100 g de peso) y 1 gramo
(para ratas de 300 g de peso) (Hebel y Stromberg, 1976). 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 pequefios 16bulos.

El aporte sanguineo del péancreas viene dado por las arterias celiaca y
mesentérica craneal; de éstas parten ramas que se subdividen en pequefios vasos que
irrigan el tejido introduciéndose adyacentes a los conductos y tubulos pancreaticos. El
drenaje venoso se realiza a través de las venas mesentérica craneal y celiaca que
desembocan en la vena porta y en la vena esplénica (Gorelick y Jamieson, 1987). El
sistema linfatico del pancreas drena al linfocentro celiaco, que agrupa a los ganglios
linfaticos esplénicos y pancreaticoduodenales (Sandoval, 1975).

El conducto por el que se excretan los productos de secrecion elaborados por las
células pancreéticas en la rata, el conducto pancreético-biliar comun, se extiende a lo
largo de la glandula ramificAndose en cortos conductos interlobulares donde cada
I6bulo vierte los productos de la secrecién. Los conductos interlobulares se subdividen
en conductos intralobulares que a su vez emiten un gran nimero de ramas intercalares
que llegan hasta los acinos pancreaticos (Susumu, 1977). Asi, el arbol que forman los
conductos pancreéaticos y que solo representa un 2% del volumen total del pancreas de
la rata (Githens, 1988), desempefia un papel de soporte estructural del tejido
pancredtico, ademas de su funcion de conduccién de las secreciones enzimatica y
fluida al duodeno. Los productos de la secrecion del pancreas son transportados por el
conducto pancreético hasta el duodeno, donde participan en la digestion enzimatica de
las proteinas, grasas y carbohidratos.

Desde el punto de vista funcional, el pancreas es una glandula mixta,
constituida por una porcién endocrina y una exocrina, la cual representa la mayor
parte del tejido (84%). Los conductos pancreaticos y vasos sanguineos representan el
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4% del volumen total del pancreas, mientras que la porcidn 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. Los conductos
pancreticos, ademas de constituir el sistema de conduccién de las enzimas digestivas,
participan en la elaboracién del jugo pancreatico, aportando el componente fluido y
electrolitico (Schulz, 1981; Case y Argent, 1989).

La porcion endocrina del pancreas esta constituida por los islotes de Langerhans
y se encarga de la fabricacién 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, 1993) y los
productos por ellos elaborados entran en la circulacion sanguinea.

Aunqgue durante mucho tiempo se ha considerado que el pancreas exocrino esta
organizado en verdaderas unidades acinares, y cuando se habla de estructura
pancredtica 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 morfolégico (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 junction”,
permite que las sefiales que se han originado en una célula se propaguen al resto de la
poblacién celular. La ventaja de este fendbmeno es la posibilidad de que se generen
respuestas secretoras mayores que si solamente se estimulase un namero limitado de
células acinares.

Dado que el presente estudio estd destinado a investigar las vias relacionadas
con la secrecion pancreédtica exocrina, nos centraremos a continuacion en la
descripcion de la estructura del pancreas exocrino.

2.1.1 El acino pancreéatico.

Se considera que la subunidad basica 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 continda con
aquel que rodea el epitelio de los conductos.

La mayoria de las células en el acino son las células acinares, existiendo un
numero reducido de las denominadas células centroacinares que marcan el comienzo
del sistema de conduccién de la glandula. Al microscopio dptico las células acinares
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presentan una forma piramidal con el vértice dirigido hacia la luz del acino, cuyo
didmetro varia en funcién de la actividad secretora, siendo menor cuando el acino esta
en reposo (Bloom y Fawcet, 1981).

Dentro de la célula acinar existe un cierto grado de especializacion. Los
granulos de zimogeno se localizan en el polo apical del citoplasma y su nimero varia
en funcion del grado de desarrollo y el grado de estimulacién por agentes
neurohormonales (Gorelick y Jamieson, 1987; Schulz, 1987). 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 localiza el complejo de Golgi, tiene un aspecto palido cuando se observa
al microscopio. Finalmente existe una tercera zona que Se caracteriza por ser
intensamente basofila 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 zimogeno; estos elementos
se denominan vacuolas de condensacion que se encuentran en estadios de transicion
dentro del proceso de formacion de los granulos de zimogeno.

2.1.2 La célula centroacinar.

Son las células que marcan el inicio del sistema ductular. Son de menor tamafio
que las células acinares, su citoplasma carece de granulos de zimdgeno y presenta
pocas cisternas del reticulo endoplasmético (Gorelick y Jamieson, 1987). A medida
que nos adentramos en el arbol ductular estas células se van haciendo mas cilindricas
y aparece en su citoplasma un mayor nimero de vesiculas.

Se cree que la principal funcidn de las células centroacinares es participar en la
secrecion de fluido y electrolitos, predominantemente bicarbonato (Mizuhira y cols.,
1972). Spicer y cols (1982) han demostrado la existencia de anhidrasa carbonica en la
célula centroacinar. También se ha observado en estas células la secrecion de
glicoproteinas de alto peso molecular (Case y Argent, 1993).

2.1.3 EIl sistema ductular.

El sistema ductular es el principal responsable de la secrecidn de bicarbonato,
iones y agua (Schulz, 1981) y de conducir las enzimas digestivas secretadas por las
células acinares hacia el duodeno (Case y Argent, 1989). También actia como soporte
estructural para la porcion acinar.
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Esta constituido por conductos excretores que se originan en el acino, desde
donde forman un sistema ramificado en el que se diferencian distintos segmentos. De
menor a mayor calibre se encuentran sucesivamente los siguientes conductos:
intercalares, intralobulares, interlobulares o extralobulares y colectores (Poirier, 1985).
Estos altimos desembocan en el conducto pancreatico principal en el hombre y en el
colédoco en la rata (Schulz, 1987; Hebel y Stromberg, 1976).

La estructura de la célula ductular es muy similar a la de la célula centroacinar.
Ambas presentan microvellosidades en el borde libre. Sin embargo, la membrana
basolateral, lisa en las células centroacinares, presenta interdigitaciones en los
conductos intralobulares (Kern, 1986). El citoplasma de la célula ductular parece
cuasivacio, en contraste con el de la célula acinar. Presenta pocas mitocondrias, un
aparato de Golgi poco desarrollado y un pequefio RER.

Los conductos pancreaticos estan rodeados por una densa capa de tejido
conectivo. Por este tejido discurren arterias, venas, vasos linfaticos y células nerviosas
del sistema simpético (Kern, 1986). El conjunto de acinos con sus conductos
intercalares e intralobulares constituyen un lobulo o lobulillo pancreético, que se
encuentran separados entre si por tejido conectivo (Bockman, 1993).

Figura 1: Esquema de un acino
pancreético:

1 Célula acinar. 2 Célula centroacinar. 3
Células de los conductos intercalares. 4
Membrana basal. 5 Capilares sanguineos.
6 Fibra nerviosa.

Tomado de Physiology of the
Gastrointestinal Tract. 1987. Second
Edition. Electrolyte and fluid secretion in
the exocrine pancreas. Schulz 1. Pp 1147-
1171,
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2.2 Control de la secrecion pancreatica
exocrina.

La secrecién pancredtica 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, actlan sobre sus receptores
localizados en la membrana de las células pancreéticas, activandolos y generando
sefiales intracelulares que conducen a toda una cadena de acontecimientos bautizada
por Douglas en 1968 con el nombre de "acoplamiento estimulo-secrecion” que, en
Gltima instancia, desencadenan una respuesta celular. Estos primeros mensajeros
interactlan entre si pudiendo tener funciones tanto estimuladoras como inhibidoras,
asi como moduladoras, de la secrecion pancreéatica exocrina.

2.2.1 Control nervioso.

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

Esta inervacién es compleja, recibiendo aferencias nerviosas de distinto origen
y tipo. Las fibras nerviosas que inervan el péancreas son fundamentalmente
parasimpaticas pero también, aunque en menor medida, recibe fibras nerviosas
simpaticas (Gorelick y Jamieson, 1987). La inervacion parasimpatica corre a cargo del
tronco ventral del nervio vago (Ribet y cols., 1985). La inervacion simpatica llega al
pancreas por las paredes arteriales, inervando de este modo la red vascular pancreatica
(Bockman, 1993), de tal manera que los lugares en que se localizan las terminaciones
nerviosas pueden concretarse en vasos sanguineos, células acinares pancreéticas,
células ductulares e islotes de Langerhans.

2.2.1.1 Inervacion colinérgica.

Numerosos estudios in vivo han revelado la importancia de la actuacion de
agentes colinérgicos sobre la secrecion pancreatica exocrina. El nervio vago es el
principal elemento colinérgico que actlia sobre esta glandula. Debas y Yamagishi
(1978) revelaron que existen arcos reflejos que conectan el antro del estomago con el
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pancreas. La seccion del tronco del vago y la administracion de atropina reducen e
inhiben, respectivamente, la secrecion de proteinas y bicarbonato. Pero este fenémeno
varia de unas especies animales a otras, existiendo diferente sensibilidad a la
administracion de atropina (Case y Argent, 1989), asi como diferencias en la mayor o
menor concentracion de proteinas y bicarbonato en la secrecién producida en
respuesta a la estimulacion vagal (Salido y cols., 1982). En estudios realizados en ratas
anestesiadas, la estimulacion eléctrica del nervio vago induce la secrecion de proteinas
de una manera similar a la que produce la estimulacion por colecistocinina (CCK)
(Camello y cols., 1993) o secretina (Wisdom y cols., 1994).

La importancia del sistema nervioso parasimpatico en el control de la secrecion
pancredtica exocrina se refleja en la localizacion de receptores muscarinicos en las
células acinares, de los cuales se han descrito hasta el momento cinco tipos (M1, M2,
M3, M4 y M5) (Peralta y cols., 1987; Barnard, 1988; Bonner y cols., 1988; Receptor
nomenclature supplement, 1991). Ademas, numerosos estudios ponen en evidencia la
existencia de receptores muscarinicos en las células acinares pancreéticas de todas las
especies estudiadas, incluyendo al hombre, rata, perro, cobaya, ratdn, gato y conejo
(Gardner y Jackson, 1977; Peikin y cols., 1978; Bommelaer y cols., 1981; Dehaye y
cols, 1984; Susini y cols., 1986; Peralta y cols., 1987; Barnard, 1988). El estudio del
ARN por Northern blotting indicé que el Unico receptor presente en células acinares
pancreaticas de rata es el M4 (Jensen, 1994), receptor que actualmente se denomina
receptor M3 (Waelbroeck y cols., 1996).

Estudios de unién de secretagogos a los receptores muscarinicos realizados con
los antagonistas de los mismos marcados radiactivamente [N-metil-3H]escopolamina
([BHINMS) o [3H]quincilidinil benzilato ([3H]QNB) sugieren un unico sitio de union
para la mayoria de los antagonistas de los receptores (Dehaye y cols, 1984). Sin
embargo, estudios realizados con carbacol demostraron que un modelo con un doble
sitio de unidn es el que mejor se adapta a los resultados obtenidos. Asi, en acinos
pancredticos de rata, Dehaye y cols. (1984) indicaron que el porcentaje de sitios de
unién de alta afinidad para el carbacol era el 14% del nimero total de receptores,
siendo los lugares de union de baja afinidad el 86% restante. Sin embargo, otros
estudios sugieren que los receptores de alta afinidad para el carbacol constituyen el
49-52% del total (Asselin y cols, 1987).

2.2.1.2 Inervacién adrenérgica.

Ademas de la actuacion de fibras nerviosas colinérgicas sobre el pancreas
exocrino se ha descrito otro tipo de inervacion de la gldndula que corre a cargo de
factores catecolaminérgicos. Diferentes autores han revelado que la seccion de los



nervios esplacnicos conduce a un incremento en la secrecion, mientras que su
estimulacion la inhibe (Solomon, 1987; Walsh, 1987). Por tanto se acepta que estas
fibras nerviosas tienen un efecto fundamentalmente inhibidor.
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En condiciones de estrés, la secrecién del factor liberador de corticotropina en
el sistema nervioso central (SNC) estimula las fibras nerviosas simpaticas y conducen
a la liberacion de noradrenalina (Messmer y cols., 1993), y en consecuencia se
produce wuna disminucién en la secreciobn pancreédtica. Este fendmeno es
probablemente debido a una reduccién 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
alguno (Kanishi y col., 1990), mientras que otros atribuyen a los receptores a-1 un
papel inhibidor (Varga y cols., 1990) y a los -1 un efecto estimulador, que 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 simpético sobre la regulacion de la secrecion
pancredtica pudiendo influir tanto en la secrecién fluida como en la enzimatica
(Pearson y cols., 1984).

Finalmente, otros agentes presentes en las fibras catecolaminérgicas, como la
dopamina, presentan efectos diversos en funcion de la especie que se estudie
(Solomon, 1987).

2.2.1.3 Inervacion peptidérgica.

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 secrecion pancreética exocrina. Entre los péptidos que se
ha sugerido que presentan acciones sobre la secrecion pancreatica se encuentran la
somatostatina, encefalina, polipéptido intestinal vasoactivo (VIP) y sustancia P
(Dockray, 1987). La encefalina inhibe la secrecion modulando las rutas colinérgicas
(Louie y cols., 1988). La somatostatina tiene distinto efecto en el pancreas exocrino
segun las especies: en el perro (Boden y cols., 1975) y el hombre (Hanssen y cols.,
1977) inhibe competitivamente la accion de la secretina sobre la secrecion de fluido y
bicarbonato, mientras en el gato y la rata no tiene efecto en la secrecion de fluido
(Erspamer y cols., 1974). Sin embargo, la somatostatina es un potente inhibidor de la
secrecion enzimaética in vivo (Singh y cols., 1988). En la mayoria de los estudios se ha
demostrado que la somatostatina provoca una inhibicion parcial de la capacidad del



14 Al Lajas

VIP vy la secretina para activar la adenilato ciclasa en acinos pancreéaticos de rata y
cobaya. Este efecto podria estar mediado por la activacién de una proteina G de
membrana (Jensen y cols., 1989).

El VIP es un polipéptido de 28 aminoacidos que, ademas de su efecto
vasodilatador periférico, al unirse a su receptor en el pancreas produce una respuesta
secretora tanto de la secrecion fluida como de la enzimatica (Jensen, 1994). Sin
embargo, a diferencia de la CCK, la activacion del receptor del VIP no ocasiona
cambios en la biologia de la célula a través de la activacion de la fosfolipasa C (PLC)
(Jensen, 1994).

En el péancreas de cobaya y en la linea celular tumoral de rata AR42J la
sustancia P y los péptidos relacionados activan la PLC, incrementando la
concentracion citosolica de calcio y de guanosina monofosfato ciclica (GMPc)
provocando, por tanto, la secrecidn enzimética (May y cols., 1978).

2.2.2 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 géstrico (quimo) al duodeno conduce a la liberacion de estas hormonas por parte
de las células especializadas del sistema APDU que se localizan en la mucosa
duodenal (Chey, 1993).

2.2.2.1 Secretina y péptidos relacionados.

Esta hormona intestinal constituye el mas potente y eficaz agente estimulador
del flujo pancreético y de la secrecion de bicarbonato en todas las especies en que se
ha probado. En el organismo existe un grupo de hormonas peptidicas con homologia
estructural, lo que ha dado lugar a la denominada familia de la secretina, constituida
por secretina, VIP, glucagdn, polipéptido de pituitaria activador de la adenilato ciclasa
(PACAP-27 y PACAP-38) vy el péptido histidina-isoleucina (PHI) (Case y Argent,
1989).

La secretina es un péptido que presenta dos formas moleculares (27 y 30
aminoécidos) y estd presente en el sistema nervioso y en las células endocrinas del
duodeno y yeyuno (O’Donohue y cols., 1981). Este péptido se aislo y caracterizo en
segmentos proximales del intestino delgado del cerdo (Jorpes y Mutt, 1962).

Los estimulos para su liberacién a la circulacion sanguinea general durante el
proceso de digestidn son los acidos y bases (Garcia, 1989), los productos de hidrdlisis
de las grasas (Tranberg y cols., 1985) y la bilis (Hannsen, 1980). La secretina actla



sobre el pancreas exocrino produciendo principalmente un incremento en la secrecién
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 pancreéticas,
conduciendo al incremento en los niveles citoplasmaticos de adenosina 3’,5°-
monofosfato ciclica (AMPc) (Jensen y Gardner, 1981). En estas Gltimas, 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 pancreéaticas presentan
receptores para esta hormona (Case, 1978).
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En acinos pancredticos, la secretina es capaz tanto de incrementar los niveles de
AMPc como de activar la PLC a diferentes concentraciones (Gardner y cols, 1983). Se
ha comprobado que existe una interaccién entre los efectos secretores de la secretina y
de la CCK, asi, la estimulacién simultdnea con ambos péptidos conduce a una
potenciacion de sus efectos en el pancreas de cobaya, efecto mediado por mecanismos
colinérgicos (Alcon y cols., 1996), mientras que en la rata, la administracion conjunta
de secretina y CCK provoca una disminucion de la secrecion comparada con la
obtenida cuando se administran por separado (Singh y cols., 1992; Camello y Salido,
1993)

El polipéptido intestinal vasoactivo (VIP) es un péptido constituido por 28
aminoacidos que esta presente en intestino, pancreas, glandulas salivales y sistemas
nervioso central y periférico (Dockray, 1987). Los factores principalmente implicados
en su liberacidn parecen ser impulsos nerviosos, constituyendo un importante factor en
la respuesta vagal de algunas especies como el cerdo (Chey, 1993), aunque también
puede ser liberado en respuesta a algunos productos de la digestion (Schaffalitzky 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 receptores especificos
de la secretina, aumentando la secrecidén de enzimas a través de una elevacién en el
nivel de AMPc intracelular (Williams y cols., 1989; Swandito y cols., 1989; Lajas y
cols., 1995; Camello y cols., 1997).

A diferencia de lo que ocurre en respuesta a otros agentes humorales como
CCK, agentes colinérgicos, bombesina y taquicininas, la activacion del receptor del
VIP no ocasiona cambios en la biologia celular a través de la activacion de la PLC
(Jensen, 1994).

El glucagon es una hormona implicada en el metabolismo de los hidratos de
carbono y es secretado por las células alfa de los islotes de Langerhans. Se ha
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encontrado que la administracion de grandes dosis de glucagdn inhibe la secrecién
pancredtica inducida por la comida o por la perfusion intestinal de aminoacidos 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 0 CCK (Chey, 1993).

El péptido histidina-isoleucina (PHI) presenta sobre la secrecion pancreatica
efectos similares a los del VIP (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).

2.2.2.2 Colecistocinina (CCK).

La CCK es un péptido originariamente aislado y purificado del intestino
delgado del cerdo. Es una hormona de la que se han descrito numerosos tipos
moleculares con 4, 5, 8, 12, 21, 33, 39 y 58 aminoéacidos, pudiendo o no estar
sulfatado el aminoécido situado en posicion 7, que es un residuo de tirosina (Marx y
cols., 1987). Las células secretoras de CCK se encuentran en todos los vertebrados
distribuidas a lo largo del intestino y extendidas por todo el 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 bioldgica
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).

Su principal efecto sobre el pancreas exocrino consiste en la estimulacion de la
secrecion enzimatica (Grossman, 1977), a la vez que aumenta la sintesis de proteinas
(Dagorn y cols., 1984) y potencia la secrecion de bicarbonato (Solomon, 1994).
También se ha demostrado una accion estimulante de la fraccion electrolitica de la
secrecion pancredtica. Este ultimo efecto depende de la especie: en el gato no se
produce (Brown y cols., 1967), mientras que en el perro (Salido y cols., 1990a), en el
conejo (Pariente y cols., 1990b) y en el pollo (Salido y cols., 1986) provoca un
aumento en el flujo, aunque menos marcado que el que produce en la secrecion de
proteinas; en la rata (Singh y cols., 1992; Pozo y cols., 1995), en el raton (Mangos y
cols, 1973) y en el cobaya (Pozo vy cols., 1995) el efecto estimulante de la secrecion de
fluido es mayor incluso que el de la secretina. Concretamente, el pancreas de cobaya
se caracteriza por responder a la CCK con una abundante secrecion de fluido rico en
bicarbonato (Matsumoto y Kanno, 1984). Por otra parte la CCK puede potenciar el
efecto de la secretina en el pancreas exocrino de cobaya (Gardner y Jackson, 1977;
Alcon y cols., 1996), raton (Burnham y cols., 1984) y rata (Lee, 1979), aunque otros
autores no encuentran potenciacion entre ambos secretagogos (Singh y cols., 1992;



Camello y Salido, 1993) para esta Gltima especie.
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El efecto de la CCK en otras porciones del tracto digestivo consiste en una
estimulacion de la secrecion de bicarbonato en el estbmago y duodeno proximal
(Konturek y cols., 1985), efecto tréfico en el pancreas (Lankisch, 1980), induccion de
la secrecion de pepsindgeno por las glandulas géastricas (Lankisch, 1980) y contraccion
de la vesicula biliar y del esfinter de Oddi (Pozo y cols., 1990).

Las respuestas pancreéaticas a la CCK se deben a la presencia de receptores de
membrana, de los cuales se han descubierto al menos dos tipos (Jensen y cols., 1989).
El primer tipo son los receptores CCKA, Unicos descritos en el pancreas de rata, que
tienen una alta afinidad por la CCK (del orden de picomolar) y baja afinidad para la
gastrina, y son los principales responsables de la estimulacion de la secrecion
enzimatica del pancreas y la contraccion de la vesicula biliar (Jensen y cols., 1989). El
segundo tipo es el receptor CCKB también identificado como receptor de la gastrina
(Yuy cols., 1987). Este receptor tiene la misma afinidad tanto para la CCK como para
la gastrina y se ha descrito en células acinares pancreéaticas de cobaya, perro y en la
linea tumoral de células acinares de rata AR42J (Yu y cols., 1987).

La CCK actla en las células acinares pancredticas activando la fosfolipasa C
(PLC) que conlleva la hidrolisis del fosfatidilinisitol 4-5 bifosfato (PIP2) de
membrana, conduciendo a la produccién de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) que va a
movilizar el calcio (Ca2+) intracelular (Putney, 1988; Berridge e Irvine, 1989) con la
consiguiente activacion de las cinasas dependientes de calmodulina y de la proteina
cinasa C, y la subsecuente secrecion enzimatica (Jensen, 1994). 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 aparicidén de respuestas observadas a
dosis no fisioldgicas ("inhibicion" de la secrecion a dosis supraméximas, incremento
en la captacion de glucosa, estimulo de la adenilato ciclasa,...) (Williams y cols.,
1989). Esta idea se ha visto reforzada con el uso de anélogos 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 (CCK-[26-32] feneiletil éster o
JMV-180 y Boc[Nle21-Nle31]-CCK-7) han demostrado ser estimulantes de la
secrecion enzimética y de cambios en la concentracion de calcio libre citoplasmatico
([Ca2+]i) similares a los obtenidos con dosis fisioldgicas de CCK (Matozaki y cols.,
1990).

Existen dos péptidos naturales relacionados estructuralmente con la CCK, la
ceruleina y la gastrina. La gastrina se encuentra en el organismo en diferentes formas
moleculares, todas ellas idénticas estructuralmente a la CCK en el pentapéptido
carboxilo terminal (Huang y cols., 1989). La ceruleina es un decapéptido aislado
inicialmente de la piel de Hyla caerulea, siendo tan potente como la CCK-8 (Anastasi
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y cols., 1968).

2.2.2.3 Otras hormonas y factores reguladores.

Hay otros péptidos y factores que tienen efectos sobre la secrecion pancreética
exocrina, pero se conoce poco acerca de su significacion fisioldgica en la regulacion
de la secrecion. Pueden clasificarse en estimulantes e inhibidores.

La bombesina es un tetradecapéptido originariamente aislado de la piel de la
rana Bombina bombina. Este péptido es estructuralmente similar a dos péptidos
existentes en los mamiferos, el péptido liberador de gastrina (GRP) y la neuromedina
B (NMB), ampliamente distribuidos en el sistema nervioso central y el tracto
gastrointestinal (Solomon, 1994). En 1991 Battey y Wada describieron la existencia
de dos tipos de receptores para la bombesina: el receptor del GRP (con una alta
afinidad para el GRP y la bombesina, pero con afinidad 30 veces menor para la NMB)
y el receptor para la NMB (con una alta afinidad para la NMB, afinidad intermedia
para la bombesina, pero 300 veces menor para el GRP). Tras la unién de la bombesina
(y péptidos relacionados) al receptor del GRP en células acinares pancreaticas se
produce la activacion de la PLC, incrementando los niveles de IP3, de calcio
citosélico y de diacilglicerol; el resultado final es un aumento en la secrecion de
enzimas pancredticas (Jensen, 1994).

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 plasméticos 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 el 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 y cols. (1976) observaron que la administracion intravenosa de motilina
inducia una estimulacién dosis-dependiente en la secrecion de enzimas y bicarbonato.
Los autores citados han propuesto que la motilina puede ser el principal estimulo
fisiologico de la secrecidn pancredtica 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
estdn presentes en el péncreas, cerebro y neuronas intestinales respectivamente
(Dockray, 1987; Walsh, 1987). Se liberan en respuesta a los productos de la digestion



de lipidos en el intestino.
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La somatostatina también es una hormona reguladora de la secrecion
pancredtica. Sus niveles plasmaticos se incrementan tras la ingestion de alimento
(Layer y cols., 1993). Esta presente, ademas de en el hipotalamo, en las células D del
intestino y en los islotes de Langerhans, y en neuronas del sistema nervioso periférico
(Walsh, 1987), y posee receptores en la membrana de las células acinares pancreaticas
(Taparel y cols., 1985). Tiene distinto efecto sobre el pancreas exocrino segin las
especies: en el perro (Boden y cols., 1975) y el hombre (Hanssen y cols., 1977) la
somatostatina inhibe competitivamente la accién de la secretina asi como la secrecion
de fluido y bicarbonato, mientras que en el gato y la rata no tiene efecto en la
secrecion de fluido (Erspamer y cols., 1974). Ademas, Singh y cols. en 1988
demostraron que la somatostatina es un potente inhibidor de la secrecidn enzimatica in
vivo. En la mayoria de los estudios se ha demostrado que la somatostatina provoca una
inhibicién parcial de la capacidad del VIP y la secretina para activar la adenilato
ciclasa en acinos pancreaticos de rata y cobaya. Este efecto podria estar mediado por
la activacién de una proteina G de membrana (Jensen y cols., 1989).

La sustancia P es un péptido de 11 aminoacidos (Leeman y Hammerchlag,
1967), ampliamente distribuido por todo el organismo, aunque las mayores
concentraciones se encuentran en el SNC y tracto gastrointestinal, particularmente
duodeno y colon (Hokfelt y cols., 1977). Su accion y la de otros péptidos relacionados
sobre la secrecion pancredtica exocrina esta mediada por la union a tres tipos de
receptores especificos (Receptor Nomenclature Supplement, 1991).En el pancreas de
cobaya y en la linea celular tumoral de rata AR42J la union de la sustancia P a sus
receptores activa la PLC, incrementando la concentracion citosolica de calcio y de
GMPc y provocando la secrecion enzimatica (May y cols., 1978). Pero ademas, parece
inhibir competitivamente las respuestas a la CCK y secretina (Sjodin, 1985).

La quimodenina es un péptido aislado del duodeno del cerdo que estimula la
secrecion de quimotripsina sin aumentar la secrecién de lipasa (Adelson y Rothman,
1975). Este hecho sugirié que una serie de hormonas del intestino pudiesen controlar
selectivamente la secrecion de enzimas digestivas (Meyer, 1981).

Debido a que en la masa pancreéatica exocrina se entremezclan las células de la
porcién endocrina, existe una gran controversia sobre el efecto que la insulina podria
presentar sobre la secrecidn pancreatica exocrina. Bruzzone y cols (1984) observaron
que la insulina inhibe la secrecién basal y la estimulada por ceruleina en el pancreas
perfundido de rata. Sin embargo, Kanno y Saito (1976) demostraron en el mismo
animal que la insulina potencia la accion de la CCK en la secrecion de amilasa tanto in
vivo como in vitro. Posteriormente, Singh en 1985 observé que la insulina no afecta a
la secrecion basal de amilasa pero si potencia la secrecién estimulada por ACh en
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fragmentos pancreaticos de ratén. Recientemente, se ha comprobado que la insulina
estimula débilmente la secrecién de amilasas pero potencia claramente la secrecion
estimulada por ACh en acinos pancredticos de rata (Juma y cols., 1997). Se ha
demostrado la existencia de receptores para la insulina en células acinares pancreéticas
de raton, rata y cobaya (Okabayashi y cols., 1990). La ocupacién de los receptores de
la insulina estimula la captacion de glucosa, asi como la sintesis proteica (Williams y
cols., 1981). Como se expuso anteriormente, la insulina potencia la liberacion de
amilasas estimulada por CCK tanto in vivo como in vitro (Kanno y Saito, 1976; Saito
y cols., 1980). Estudios recientes han demostrado que la insulina interacciona con las
mismas proteinas G que la CCK; no obstante, hasta el momento, la relacion entre los
efectos aditivos de la activacion del receptor de la insulina y la CCK y la capacidad
para interaccionar con las mismas proteinas G no esta clara (Jensen, 1994). Estudios
realizados por Juma y cols (1997) han sugerido que la insulina es capaz de movilizar
calcio desde los depoésitos intracelulares; la potenciacion del efecto de la ACh se lleva
a cabo por diferentes mediadores intracelulares, entre ellos el Ca2+ , el AMPc o las
tirosinas cinasas.

La histamina, 2-(4-imidazolil) etilamina, es una amina primaria aislada por Best
y cols en 1927. Estd considerada como una hormona de accion local o autacoide
producto de la descarboxilacion del aminoécido histidina. Entre otras funciones es un
estimulante de la secrecion acida géastrica (Code, 1982), interviene en reacciones
alérgicas, y tiene ciertos efectos estimulantes en el pancreas del perro (Tankel y cols.,
1977), y el conejo (Liebow y Franklin, 1982); sin embargo es poco eficaz como
secretagogo en la rata (Chariot y cols., 1979).

Se conocen tres tipos de receptores para la histamina, H1, H2 y H3. La
estimulacién de los receptores H1 va acompafiada de la hidrolisis de fosfolipidos de
inositol y subsecuentemente de un aumento de la secrecion pancreética exocrina,
como se ha observado en el conejo (Pariente y cols., 1990b) y el cobaya (Salido y
cols., 1990b). Por el contrario, los receptores H2, cuya accion parece mediada por la
activacion de la adenilato ciclasa via una proteina GS, con el consiguiente incremento
en la concentracion de AMPc (Johnson, 1982), parecen tener un efecto antagonico al
observado para los receptores H1 (Pariente y cols., 1989). El receptor H3 ha sido
identificado como un receptor presindptico, que ademas de inhibir la liberacion
neuronal de histamina también puede inhibir la liberacion de otros neurotransmisores,
como la serotonina, en el SNC (Schlicker y cols., 1988). Estudios posteriores han
demostrado que los receptores H3 también se localizan en otros modelos celulares del
tracto gastrointestinal (Lewin y cols., 1992). En el pancreas, los receptores H3 juegan
un papel importante en la regulacién de la secrecion exocrina mediada por
mecanismos nerviosos en el cobaya (Jennings y cols., 1996; Salido y cols., 1997).



El efecto estimulador de la histamina en la secrecién pancredtica exocrina
Pariente y cols., 1991; Alcon y cols., 1995) lleva acompafiado una ligera elevacion de
la concentracion del calcio citosolico (Salido y cols., 1990b), pero también parece
claro que los efectos secretores de la histamina estan mediados por la via del AMPc
(Lajas y cols., 1995; Gonzélez y cols., 1996; Camello y cols., 1997). La elevacion de
la concentracion de calcio citosélico parece debida a la activacion de los receptores
H1, mientras que la estimulacion de los receptores H2 esta relacionada con la
elevacion de los niveles de AMPc (Singh y cols., 1997). La histamina es capaz de
incrementar la liberacion de potasio de las células del pancreas de cobaya, aunque
dicho efecto es considerablemente inferior al observado para la ACh (Rosado y cols.,
1996). La liberacion de potasio estimulada por histamina o ACh en el pancreas de
cobaya necesita de una elevacion de la concentracion de calcio citoplasmatico
(Rosado y cols., 1997a; Rosado y cols., 1997b). Tapia y cols (1997) han demostrado
que la histamina, en un rango de concentraciones comprendido entre 0.1 pM y 1 nM,
incrementa la liberacion de tripsinégeno en el pancreas de cobaya.
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Todos estos hallazgos demuestran que la histamina se puede considerar como
un autacoide de importancia fisiologica en el pancreas exocrino (Pariente y cols.,
1991; Singh y cols., 1997).
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2.3 Mecanismos de acoplamiento
estimulo-secrecion en el pancreas
eXocCIino.

Los agentes fisiologicos que presentan efectos sobre la secrecion pancreatica
exocrina interaccionan inicialmente con sus receptores situados en la membrana
celular (Williams y cols., 1989). Todos aquellos acontecimientos que suceden con
posterioridad a la acupacion 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; Douglas, 1968), los cuales se basaron en el término de
acoplamiento excitacion-contraccion que Sandow en 1952 describié para aquellos
fendmenos que sucedian en la contraccion muscular (Ebashi, 1991).

Aunqgue el término fue originariamente aplicado al papel que el ion Ca2+
presentaba como mediador de las respuestas secretoras en las células cromafines, hoy
en dia es usado en un sentido més amplio. EI acoplamiento estimulo-secrecion esta
intimamente relacionado con el término de mensajeros intracelulares o segundos
mensajeros. Ademas, el descubrimiento de este mecanismo dio origen a la definicion
de mensajero: las hormonas o neurotransmisores, que son la sefial extracelular, serian
los primeros mensajeros encargados de promover la respuesta celular mediante la
activacién de sefiales transmembranas con la consiguiente 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.

2.3.1 Senales de transmembrana.

2.3.1.1 Proteinas G.

Las proteinas G, también conocidas como “GTP binding proteins”, estan
compuestas por un nimero determinado de subunidades a y un menor nimero de



subunidades B y 8, que normalmente se presentan como complejo Bd (Simon y cols.,
1991).

Su descubrimiento tuvo lugar a lo largo de la década de los 70, en el transcurso
de las investigaciones que trataban de profundizar en el conocimiento de la via del
AMPc. Algunas 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 inhibicion de la via del AMPc ejercido por algunos
receptores. Asi, las proteinas G que regulan la adenilato ciclasa se han clasificado en
estimulantes (Gs) e inhibidoras (Gi), basdndose en la presencia de distintas
subunidades as y ai, las cuales también pueden distinguirse en base a su sensibilidad a
la toxina del célera y la toxina pertussis (Simon y cols., 1991). Estas toxinas actlian
catalizando la ribosilacion (ADP-ribosilacion) de las subunidades as y ai
respectivamente (Simon y cols., 1991).
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Tras ello se fueron clasificando, desde un punto de vista funcional y
biogquimico, en distintos tipos: transducina o Gt, Go, Gp 0 Gq, Gs,... (Spiegel, 1990).
Con el clonaje de genes se han descubierto diferentes tipos de cada una de las tres
subunidades que pueden formar distintas combinaciones (las subunidades beta y delta,
con una alta homologia, se combinan con distintas subunidades alfa, que la 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 funcion distinta) y viceversa, una proteina G
puede estar asociada a mas de un receptor y/o respuesta celular (Birnbaumer, 1990).

Simon y cols (1991) han demostrado la existencia de una gran diversidad de
proteinas pertenecientes la familia de proteinas G, las cuales se han clasificado en
cuatro clases: la familia de proteinas Gs; la familia de las proteinas Gi, las cuales son
muy abundantes en el cerebro; una nueva familia de proteinas G, denominadas Gq que
estdn ampliamente distribuidas y finalmente unas proteinas de 42 y 43 Kda que
activan la PLC especifica de fosfoinositoles.

El modelo generalmente aceptado para la activacion de las proteinas G se basa
en la presencia en la subunidad alfa de un punto que une nucle6tidos de guanina, el
cual, en estado de reposo, esta ocupado por GDP. Como consecuencia de su activacién
el GDP es sustituido por GTP y la subunidad alfa del heterotrimero se disocia del
complejo Bdy activa a su efector (PLC o AC). El sistema funciona como amplificador
de las sefiales, ya que la vida media del complejo GTP-a es mucho mayor que la del
complejo hormona-receptor; la subunidad a unida a GTP regula entonces la actividad
del efector apropiado en cada caso. Debido a la presencia de actividad GTPasa
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intrinseca de este complejo, el GTP se hidroliza a GDP con lo que la subunidad a
ahora inactiva se reasocia al complejo o terminando su activacion (Yule y Williams,
1994). Asi, es la subunidad o la que reconoce al efector.

En las células acinares pancreéticas 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 pertussis bloquea la accion de la somatostatina para
inhibir la AC, indicando el concurso de proteinas Gs y Gi respectivamente.

Recientemente se ha demostrado que los receptores ligados a la movilizacion
del Ca2+ (los de la CCK y los receptores muscarinicos de la ACh) estan
funcionalmente acoplados a la PLC mediante distintas proteinas G (Matozaki y cols.,
1988).

La complejidad de las proteinas G en las células acinares pancredticas se ve
reflejada en la existencia de 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 sefiales 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 y baja afinidad, podrian activar diferentes proteinas G
en funcién 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 modulacién de las
respuestas mutuas por parte de diversos secretagogos.

2.3.1.2 Efectores de membrana (fosfolipasa C y
adenilato ciclasa).

La adenilato ciclasa (AC), 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 la calmodulina, inicialmente localizada en el cerebro, una
insensible a la calmodulina y presente en varios tejidos (ambas son proteinas de
membrana), y una tercera soluble encontrada Unicamente en testiculo. La AC
pancredtica no es estimulada por la calmodulina (Yule y Williams, 1994).

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
identificar al menos nueve isoformas que pueden ser englobadas en cuatro familias
llamadas a, B, yy & (Meldrum y cols., 1991). Esta diversidad 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.
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Todos los tipos de PLC acttan tanto sobre el PIP2, por el que muestran mayor
afinidad, como sobre el fosfatidilinositol 4-fosfato (P14P) y el fosfatidilinositol (PI)
(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 e IP3. Ademés de generar estos dos compuestos, hay una pequefia
proporcion de fosfatos de inositol ciclicos que se forman como consecuencia de la
propia forma de actuacion de la enzima (Hokin y cols., 1987). Para su funcionamiento
es preciso el ion calcio, que ademas puede estimular su actividad en rangos de
concentracion cercanos a los existentes en el citosol durante la estimulacion (1 puM)
(Taylor y cols., 1986). Parece 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, DAG o0 &cidos grasos insaturados
(Martin, 1989).

Los Unicos estudios que se han llevado a cabo para identificar los tipos de PLC
que existen en el pancreas se han realizado con la técnica de inmnoblotting y han
revelado la presencia en el pancreas de los isotipos 3, y y & (Rhee y cols., 1991).
Actualmente hay evidencias de que la PLCy es activada por la fosforilacion en restos
de tirosina tras la union de factores de crecimiento (tales como el EGF o el FGF) a su
receptor. La activacion de la PLCP es responsable de la hidrélisis de PIP2, con la
produccién de IP3 y DAG, en respuesta a secretagogos (Yule y Williams, 1994).

Otros efectores de membrana también podrian participar en la transduccién de
la sefial pero no han sido aln bien caracterizados. Estos efectores serian las
fosfolipasas C y D especificas para fosfatidilcolina, la fosfolipasa A2, el
intercambiador Na+-H+ y varios canales idnicos. Todos ellos estarian regulados por
mensajeros intracelulares en mayor medida, teniendo menos importancia las proteinas
G (Yule y Williams, 1994).

2.3.2 Mensajeros Intracelulares.

2.3.2.1 Inositol 1, 4, 5-trifosfato (IP3).

La activacion de la PLC produce la hidrolisis del fosfatidilinositol 4, 5-bifosfato
(PIP2) par dar lugar a la formacion de IP3 y diacilglicerol (DAG). Ambas moléculas
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actan como mensajeros intracelulares primarios en el pancreas. La accion principal
del IP3 consiste en provocar una rapida liberacion del ion calcio desde depdsitos
intracelulares no mitocondriales; esta funcién es especifica para este isomero, el resto
de los isdbmeros no provoca dicha liberacién (Yule y Williams, 1994).

Los estudios muestran que la formacion de IP3 es muy rapida. En acinos
pancreaticos marcados con [3H]inositol y estimulados con dosis maximas de CCK o
carbacol se ha observado un rapido incremento en los niveles de IP3, alcanzando el
maximo a los 5 segundos (Rubin y cols., 1984).

Estudios realizados mediante cromatografia liquida de alta presion (HPLC) han
encontrado multiples isébmeros del inositol trifosfato, incluyendo Ins(1,4,5)P3 vy el
Ins(1,3,4)P3. Estos mismos estudios demuestran que el IP3 aumenta a un nivel de 2 a
5 veces superior al basal 5 segundos después del estimulo, tras lo que se produce una
disminucién en los niveles detectados aunque se mantienen en valores superiores a los
basales incluso 10 minutos después del estimulo. La formacion de Ins(1,3,4)P3
presenta un patron diferente: su aparicion presenta un retraso de 15 a 40 segundos
respecto al IP3, pero continta aumentando en presencia del estimulo. Una pequefia
proporcién del 1P3 generado tras la estimulacién con un secretagogo (inferior al 5%)
es una forma ciclica, esta forma es 16 veces menos potente que el IP3 no ciclico en el
pancreas exocrino. Esta forma ciclica es producida de manera continua a lo largo de la
estimulacion por un agonista, y debido a su caracter de sustrato dificilmente
degradable, se va acumulando gradualmente en el interior celular. Por lo tanto la
liberacion de Ca2+ provocada por esta forma ciclica podria ser importante en la
estimulaciéon por agonistas durante largos periodos de tiempo (Yule y Williams,
1994).

Estudios realizados por Rowley y cols (1990) demostraron que concentraciones
méaximas de CCK, bombesina o agonistas colinérgicos pueden estimular la sintesis de
IP3; sin embargo menores concentraciones de secretagogos, en respuesta a las cuales
se pueden apreciar cambios en la secrecion y en la concentracion intracelular del ion
calcio (por ejemplo, 1-50 pM de CCK), no producen cambios apreciables en el
metabolismo de los inositoles fosfato. Esta dificultad para detectar estos cambios no se
conoce si es realmente debida a la ausencia de metabolismo de los inositoles fosfato o
a la falta de sensibilidad en los métodos de estudio (Matozaki y Williams, 1989).

Se ha demostrado que el metabolismo del IP3 se lleva a cabo por dos rutas. La
primera de ellas es iniciada por la fosfatidilinositol 3’-cinasa (P13-cinasa) sensible a
Ca2+-calmodulina, que fosforila el IP3 a inositol 1, 3, 4, 5-tetrafosfato el cual puede
de nuevo defosforilarse por una 5-monofosfatasa a Ins(1,3,4)P3. Esta molécula puede
de nuevo fosforilarse a Ins(1,3,4,6)P4 y posteriormente a Ins(1,3,4,5,6)P5 e IP6 o bien
defosforilarse a Ins(1)P o Ins(3)P dependiendo de la fosfatasa inicial (Berridge e



Irvine, 1989). En la ruta alternativa el IP3 puede defosforilarse a Ins(1,4)P2 e Ins(4)P.
No se ha encontrado ningun papel fisiol6gico para ninguno de estos inositoles fosfato,
Unicamente estd establecido que los niveles de Ins(1,3,4,5)P4 se incrementan
rdpidamente en acinos pancreaticos tras la estimulacion por un agonista, siendo
sostenido este incremento a lo largo de la estimulacion (Trimble y cols., 1987).
Recientemente se ha propuesto un papel fisiologico para el Ins(1,3,4,5)P4: dado que la
célula debe gastar energia para su sintesis es ldgico pensar que esta molécula no es un
mero derivado del catabolismo del IP3. Asi, algunos autores (Hill y cols., 1988) han
propuesto que puede promover la entrada de Ca2+ en la célula o facilitar la
comunicacion de depositos intracelulares de Ca2+; sin embargo no hay evidencias
claras que confirmen estas acciones en las células acinares pancreaticas.
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2.3.2.2 1,2 diacilglicerol (DAG).

El 1,2 diacilglicerol (DAG) es el activador enddgeno de la proteina cinasa C
(PKC) (Nishizuka, 1984; 1992) y es uno de los productos generados por la PLC tras la
hidrolisis del PIP2. La estimulacion de las células acinares pancreéticas con dosis
maximas de agonistas que median su accién a traveés de la PLC conduce a un
incremento rapido en los niveles de DAG. Pero, a diferencia del 1P3, los niveles de
DAG siguen aumentando en presencia del agonista durante muchos minutos. 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 DAG (Matozaki y
Williams, 1989). Al igual que con la formacion de IP3, la generacion de DAG 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 de DAG no se observa
y solamente se hace visible el incremento posterior. Este Gltimo incremento en el nivel
de DAG no se correlaciona totalmente con la hidroélisis del PIP2 en términos tanto de
magnitud, evolucién en el tiempo o dependencia de la concentracion de agonista.
Existe la posibilidad de que el DAG se forme a partir de la hidrdlisis de otros
fosfolipidos de membrana distintos de PIP2, como por ejemplo la fosfatidilcolina
(PC). Este hecho llevo a Bruzzone (1990) a proponer un modelo segun el cual algunos
agonistas producirian respuestas mediante la activacion de la PKC sin generar IP3, lo
cual es posible si se hidrolizan Pl y/o PIP. También seria posible si actia una
fosfolipasa C que hidrolice la anteriormente citada PC (Loffelholz, 1989) o bien una
fosfolipasa D (PLD) (Pandol y cols., 1991) que lo genera a partir de PC, colina o acido
fosfatidico (AF). Asi se generaria DAG sin la aparicion de la sefial de calcio.

El DAG generado puede seguir dos rutas metabdlicas (Jaken, 1989):
a.- una cinasa lo transforma en AF, para posteriormente incorporarlo a las
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rutas metabdlicas de los fosfolipidos de inositol.
b.- separacién de los &cidos grasos por accion de una lipasa.

Como ya hemos comentado anteriormente, el DAG ejerce su accion a través de
la PKC, presente en todos los tejidos. Fue el grupo de Nishizuka el descubridor de esta
cinasa a finales de los afios 70, y observo que para su activacion presenta dependencia
de calcio y fosfolipidos (Nishizuka, 1984). Debido a esta dependencia de fosfolipidos
se piensa gue la enzima es solamente activa cuando estid 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 es a la inversa). La duracion y el grado
de unién depende del agonista considerado (Rana y Hokin, 1990).

2.3.2.3 Calcio intracelular.

Hoy en dia esta claramente demostrada la importancia que tiene el ion Ca2+ 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 ion Ca2+ 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 células beta pancreéticas) la secrecion inicial que tiene
lugar tras la estimulacion no depende de la presencia de calcio en el medio externo,
mientras que la secrecién tardia o sostenida (a partir de los cinco minutos tras la
aplicacion del estimulo) si necesita la presencia de Ca2+ en el medio extracelular
(Sung y Williams, 1988). De esta manera se ha sugerido la existencia de dos fases en
las respuestas mediadas por Ca2+:

a.- una primera fase en la que se produce la liberacion del Ca2+ almacenado
en los depositos intracelulares,

b.- y una segunda fase, tardia o sostenida, en la que se produce la entrada de
Ca2+ procedente del medio extracelular.

El desarrollo de indicadores fluorescentes sensibles al Ca2+ ha facilitado
enormemente la monitorizacion de los cambios que se producen en la concentracion
de calcio libre citosdlico ([Ca2+]i). La informacion que actualmente se tiene sobre el
patron de movilizacion del Ca2+ en los diversos tipos celulares es muy elevada, y ha
sido objeto de numerosas revisiones. Las primeras evidencias que se tienen sobre la
movilizacion del Ca2+ en respuesta a la estimulacién con secretagogos que acttian por
la via de los fosfolipidos de inositol fueron obtenidas utilizando determinaciones de



45Ca2+ , electrodos y fosfoproteinas sensibles al Ca2+ (Williams, 1980; Schulz y
Stolze, 1980; Hootman y Williams, 1987).

Determinaciones de la [Ca2+]i empleando el indicador fluorescente Quin-2, y
mas recientemente fura-2, indo-1 y fluo-3, han permitido conseguir mucha mas
informacién acerca de los aspectos espaciales y temporales de los mecanismos
reguladores de la [Ca2+]i en las células acinares pancreéaticas. Estos experimentos se
realizaron inicialmente sobre suspensiones de células acinares y, mas recientemente,
sobre células aisladas (“single cells”) mediante técnicas de microespectrofluorimetria,
andlisis digital de imagenes o deteccion de corrientes ionicas activadas por Ca2+
(“patch clamp™). De estos estudios se desprende que tras la estimulacion con dosis
maximas de CCK, bombesina o agonistas colinérgicos, se produce un aumento en la
[Ca2+]i de entre 4 y 10 veces el valor de reposo, alcanzando un méaximo (que en
ocasiones esta en torno a 1 mM), en cuentién 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,
1989). También el estimulo selectivo de las proteinas G (empleando fluoroaluminato
[ AIF-4] , agente que estimula las proteinas G de membrana sin necesidad de actuar
sobre los receptores celulares) ha desarrollado el mismo patron sobre el nivel de Ca2+
citosolico (Matozaki y cols., 1988).
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Estudios en los que las células eran estimuladas en ausencia de Ca2+ en el
medio extracelular mostraron que el incremento inicial en la [Ca2+]i es independiente
de la presencia de este ion en el exterior; sin embargo, la fase posterior de respuesta
sostenida 0 meseta no se observaba. De igual manera, cuando se elimina el Ca2+ del
medio durante la respuesta sostenida se produce un descenso en el nivel de Ca2+
citosélico, indicando una absoluta dependencia del Ca2+ extracelular (Pandol y
Schoeffield, 1987; Muallem y cols., 1989; Tsunoda y cols., 1990). La elevacion inicial
en la [Ca2+]i se piensa que es debida a la produccién de IP3, ya que la variacion en la
[Ca2+]i en el tiempo y la dependencia de la dosis de agonista ensayado es similar a la
que sigue la formacion de IP3.

En células acinares pancreaticas en reposo, al igual que ocurre en otras células,
la [Ca2+]i varia entre 50 y 200 nM. Para mantener estos valores tan bajos de [Ca2+]i,
comparados con las existentes 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
siguiendo su gradiente electroquimico. Para ello existen varios mecanismos de
transporte en la membrana celular y en los organulos citoplasmaticos, que mantienen
la [Ca2+]i dentro de los valores normales (Muallem, 1989). Un mecanismo importante
para mantener los valores de reposo de la [Ca2+]i es el representado por la bomba
adenosinatrifosfatasa dependiente del ion Mg2+ (Ca2+ -ATPasa) (Ansha y cols.,
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1984; Bayerdorffer y cols., 1985) que transporta Ca2+ al medio externo. Esta bomba
desempefia igualmente un importante papel cuando la [Ca2+]i tiene que retornar a los
valores basales tras la estimulacion de las células. Recientemente se ha demostrado
que la salida de Ca2+ desde el citoplasma se puede detectar segundos después de su
incremento en el citosol. Este aumento en la [Ca2+]o parece seguir muy de cerca al
incremento en la [Ca2+]i , incluso cuando se estan produciendo oscilaciones (Tepikin
y cols., 1992; Tepikin y Petersen, 1992).

Liberacion de Ca?* desde los dep6sitos intracelulares.

De los experimentos iniciales en los que se ensayaba el efecto de los
secretagogos sobre la [Ca2+]i se dedujo que este ion era liberado desde un depdsito
intracelular, que podria ser el reticulo endoplasmico (RE), sin que se produjeran
cambios significativos en otros compartimentos celulares como la mitocondria o los
granulos de secreciéon (Dormer y Williams, 1981). La propuesta de que el IP3 es el
mensajero encargado de iniciar la sefial de Ca2+ se vio confirmada por la cinética de
produccion de esta molécula en las células. Los secretagogos producen una adecuada
correlacion entre la formacion de IP3 y la liberacion de Ca2+ (Rowley y cols., 1990),
habiéndose establecido que el depdsito desde el que se libera este ion es el RE, ya que
estudios bioquimicos y estructurales han revelado que este fendmeno es reproducible
en vesiculas de RE pero no en vesiculas procedentes de la membrana celular (Dormer
y Williams, 1981; Waltz y Baumann, 1989).

Sin embargo, la identidad y localizacion precisa de este depdsito ain no se ha
determinado con exactitud en células no musculares, a diferencia de en células
musculares donde esta identificado el reticulo sarcoplasmico como Unico depoésito
intracelular de Ca2+ (Tsien y Tsien, 1990). Existen resultados que sugieren que se
trata de una zona del RE (Thevenod y cols., 1989a), pero también se ha descrito un
organulo, denominado calciosoma, similar al RE pero fisicamente separado, que
contiene la proteina captadora de Ca2+ calsecuestrina y al que los autores atribuyen la
funcidn de depdsito en ciertos tejidos (incluido el pancreas exocrino) (Volpe y cols.,
1988). Otros resultados también coinciden con esta primera descripcion de un depdsito
diferente al RE (Rossier y cols., 1991). Actualmente, la identidad morfoldgica del
depdsito de Ca2+, asi como su localizacion precisa dentro de la célula, estan poco
claras y es dificil de establecer, aunque si puede explicarse el patron de movilizacion
del Ca2+ acumulado en su interior (Tsien y Tsien, 1990).

Se ha propuesto que el IP3 induce la liberacién de Ca2+ a través de un complejo

formado por su receptor y un canal ionico (Joseph y Williamson, 1986), purificado por
primera vez en células de Purkinje (Supattapone y cols., 1988a). No hay consenso



acerca de si esté situado en la parte externa de la membrana o en su interior (Tsien y
Tsien, 1990). La union con el receptor precisa de los grupos fosfatos 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 IP3 para que se libere el Ca2+ (Nahorski y
Potter, 1989).

Los datos estructurales existentes indican que el receptor es un tetrdmero
(Supattapone y cols., 1988b) que presenta homologia con el receptor de rianodina
(localizado en el reticulo sarcoplasmico de las células musculares esqueléticas, en las
que se cree que acopla la despolarizacién en los tabulos T con la liberacién de Ca2+
desde el reticulo sarcoplasmico) (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, se ha encontrado que esta proteina posee un lugar para el
reconocimiento del IP3 y un canal asociado para la liberacion del Ca2+ (Ferris y cols.,
1989).

El mecanismo por el que el receptor produce la liberacion del Ca2+ del depdsito
es la apertura de un canal de 10 pS de conductancia. En este proceso hay un fendmeno
de amplificacion, pues los datos estequiométricos demuestran que por cada molécula
de inositol se liberan 20 iones de Ca2+ (Berridge e Irvine, 1984). Al parecer la
liberacion tiene lugar de modo cuantal (Berridge e Irvine, 1984; Muallem y cols.,
1989), hecho que concuerda con la demostracion, por Muallem y cols (1989), de que
el Ca2+ intracelular movilizado en las células acinares del péancreas por los
secretagogos tiene respuestas de tipo "todo-nada”.
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Se han descrito posibles lugares de regulacion del receptor del IP3. El receptor
es fosforilado por la proteina cinasa C (PKC) y la proteina cinasa Il (PKII)
(dependiente del complejo Ca2+-calmodulina) (Ferris y cols., 1991) representando
ésto un posible mecanismo de retroalimentacion negativa en la transduccion de la
sefial. Estudios realizados en pancreas exocino han obtenido resultados que apoyan
este hecho: el tratamiento con activadores de la PKC no afecta la hidrolisis del PIP2
pero si inhibe la secrecidn y la liberacion de Ca2+ por las células (Willems y cols.,
1989). Ademaés este receptor puede ser fosforilado por una proteina cinasa A (PKA),
hecho que reduce su potencia para liberar Ca2+ (Supattapone y cols., 1988b). En este
receptor también se han encontrado puntos de unidén para adenina 'y Ca2+.

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 terminacion del efecto del IP3 no se produce por desensibilizacién del
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receptor (Nicotera y col., 1990), lo que indica que debe ser por medio de
metabolizacion (Berridge e Irvine, 1989), aunque estudios realizados recientemente
sugieren gue el mismo IP3 inactiva el receptor (Mak y Foskett, 1997).

En estudios previos se ha encontrado que el IP3 es capaz de liberar solamente
una porcion del Ca2+ movilizable, indicando que el IP3 podria no ser el Unico
mediador en la liberacion de Ca2+ intracelular (Thevenod y cols., 1989a). 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 Ca2+ (Thevenod y
cols., 1989a), esto es, un depdsito sensible a IP3 y otro insensible. En estos 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 ADP
ribosa ciclica seria el mensajero para el deposito insensible a IP3 (Thorn y cols.,
1994). Gerasimenko y cols (1996) han descrito que el IP3 y la ADP ribosa ciclica
producen liberacion de Ca2+ desde los granulos de zimogeno, por lo que estos
granulos también actuarian como almacenes intracelulares de calcio.

Actualmente no esta claro si los depdsitos sensibles e insensibles a IP3 estan
localizados en el mismo orgdnulo. Estudios farmacoldgicos e inmunoldgicos han
indicado que estos dos depositos son, al menos parcialmente, diferentes (Elliasman y
cols., 1990; Brorson y cols., 1991), contribuyendo ambos a los procesos de
sefializacion del Ca2+ (Biden y cols., 1986).

Salida del Ca?+ desde el citoplasma.

A lo largo del periodo de estimulacion con los agonistas el nivel de Ca2+
citoplasmético presenta un retorno a un nivel cercano al que existia en periodo de
reposo, de manera que algin mecanismo debe ponerse en marcha para reducir su
entrada al citosol procedente del medio extracelular o bien incrementar su transporte a
los depésitos y/o al medio externo.

Las células acinares pancredticas eliminan gran parte del Ca2+ citoplasmatico
mediante su transporte al medio extracelular (Tepikin y cols., 1992), aunque también
existe un retorno hacia los depositos intracelulares. El transporte de calcio a través de
la membrana plasmaética se lleva a cabo por la bomba de Ca2+ dependiente de ATP y
Mg2+ (Muallem, 1989). La activacion de esta bomba estd mediada por la PKC
(Muallem y cols., 1988) y el propio Ca2+, a través de la calmodulina (Muallem,
1989). Existe la posibilidad de su activacidn por otras cinasas.

Un estudio simultaneo de la [Ca2+]i y del transporte de Ca2+ al medio
extracelular en células aisladas mediante la denominada técnica de la “gota” ha
demostrado que la bomba de Ca2+ se activa y desactiva de manera muy rapida



siguiendo estrechamente la [Ca2+]i (Tepikin y cols., 1994), “oscilando” incluso con
las oscilaciones de [Ca2+]i .
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En otros estudios se ha descrito la existencia de un intercambiador Na+/Ca2+ en
la membrana de las células pancreaticas, pero los datos existentes hacen pensar que su
papel es muy reducido (Muallemy cols., 1988).

Oscilaciones de Ca?*.

Existen dos patrones descritos para la liberacion del Ca2+ intracelular: el
primero es una liberacion masiva del Ca2+ desde los depdsitos, y el segundo 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
[Ca2+]i en las células son mucho méas complicados que lo que revelan las
determinaciones realizadas en suspensiones celulares. La aparicion de estos diferentes
mecanismos de liberacion del Ca2+ (frecuencia, tiempos y amplitud) dependen de la
concentracion del agonista empleada o del estado en que se encuentra el receptor
(Yule y cols.,1991).

La gran liberacién de Ca2+ producida en respuesta a la estimulacién 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 Ca2+ 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). Asi las células producen liberaciones de Ca2+ repetitivas, sin que exista
movilizacion masiva de todo el calcio acumulado. Este fendmeno se ha descrito en
células pancreaticas aisladas de ratdn, cobaya y rata (Yule y Gallacher, 1988; Tsunoda
y cols., 1990), asi como en muchos otros tejidos.

Las oscilaciones pueden iniciarse en ausencia de Ca2+ extracelular pero
dependen de los niveles de ATP, como se demuestra en estudios en los que la
depleccion de ATP inhibe el patron oscilatorio (Tsunoda y cols., 1990), de manera que
podria existir un mecanismo de recaptacion de Ca2+ dependiente de ATP. Sin
embargo, el Ca2+ extracelular es necesario para mantener las oscilaciones,
especialmente en respuesta a la ACh, posiblemente debido a que en su ausencia se
produce el vaciamiento de los depositos (Yule y Gallacher, 1988; Tsunoda y cols.,
1990). Tras la estimulacion con dosis baja de agonista, las oscilaciones de Ca2+ se
producen con una frecuencia de entre 1 y 4 ciclos por minuto durante todo el tiempo
en el que el agonista esta presente. La forma que presentan estas oscilaciones varia de
unos tipos celulares a otros, pudiendo tener una apariencia sinusoidal, picos o espigas
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transitorias que retornan siempre al basal, oscilaciones asimétricas o bien oscilaciones
sobre un nivel de Ca2+ 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 [Ca2+]i elevada (Toescu, 1995).

Hay muchos modelos que han intentado explicar el mecanismo de generacién
de las oscilaciones, modelos que tenian en cuenta los mecanismos de liberacion del
Ca2+ 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 Gy a
la formacién de I1P3 para la produccion del pico inicial en la [Ca2+]i.

Las hipdtesis existentes dividen las oscilaciones de la [Ca2+]i en dos clases:
oscilaciones de Ca2+ citosolico y oscilaciones de Ca2+ debido a la actividad ciclica de
la membrana, dando lugar a las denominadas oscilaciones controladas por segundos
mensajeros y oscilaciones controladas por receptor, respectivamente (Berridge y
Gallione, 1988).

En las oscilaciones de [Ca2+]i controladas por receptor se producen cambios en
la concentracion de IP3. La disminucion de los niveles de IP3 se deberia a una
retroinhibicion de la PLC, que podria estar mediada por la PKC que fosforilaria la
proteina G de membrana, cesando asi la produccién de IP3 (Tsien y Tsien, 1990;
Tsunoda y cols., 1990). Una nueva oscilacion se produciria cuando la actividad de la
PKC se redujera por si misma, momento durante el cual el agonista seguiria actuando
sobre su receptor y escaparia a esta inhibicién (Berridge y cols., 1988).

En otro modelo, el Ca2+ liberado por el IP3 activa la hidrolisis del PIP2 para
amplificar la produccién del IP3 tras su metabolizacion. Por tanto, se liberaria mas
Ca2+ tras esta nueva generacion de IP3. Cuando éste ha dido metabolizado, el Ca2+
intracelular se reduce al ser transportado hacia los depoésitos, iniciandose un nuevo
ciclo con la liberacion de Ca2+ por el IP3 residual. EI Ca2+ liberado activaria a la
PLC, aumentando los niveles de IP3, con lo que el ciclo volveria a repetirse (Meyer y
Stryer, 1988).

Hay un tercer modelo en el que el Ca2+ liberado interfiere con el receptor del
IP3 (se produce una retroalimentacion negativa por parte del Ca2+ ). La produccion de
IP3 desencadena una liberacidn inicial de Ca2+ desde los depositos y, a medida que se
incrementa la [Ca2+]i , se esta produciendo una inhibicion de la liberacion inducida
por IP3. Conforme el Ca2+ es transportado fuera del citosol esta inhibicion va
desapareciendo, de manera que ello conduce a la nueva union del IP3 a su receptor
comenzando nuevamente el ciclo (Supattapone y cols., 1988b). Sin embargo, en
células acinares pancreéaticas permeabilizadas la inhibicién de la liberacién de Ca2+
estimulada por IP3 debida al incremento en la [Ca2+]i solamente se ha observado
cuando la [Ca2+]i alcanza valores proximos a 10 mM, mientras que la [Ca2+]i oscila



normalmente en valores estre 300 y 500 nM (Tsunoda, 1993).
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Por otro lado, todos estos modelos tienen en contra que no se ha podido
demostrar hasta el momento que se produzcan oscilaciones en la concentracion de 1P3
(Berridge e Irvine, 1989). Ademas no explican cdmo niveles constantes de este
mensajero intracelular pueden producir oscilaciones de [Ca2+]i , hecho corroborado
por infusiones intracelulares de su andlogo no metabolizable IPS3 (Wakui y cols.,
1989), al igual que ocurre al aumentar experimentalmente la [Ca2+]i (Berridge, 1990;
Petersen, 1992). Incluso hay agonistas que pueden inducir oscilaciones en la [Ca2+]i
sin producir cambios detectables en el nivel de IP3, fendbmeno 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 [Ca2+]i (Matozaki y cols., 1990). Mas ain,
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 generacion de las oscilaciones de Ca2+ intracelular; por ejemplo, el acido
araquidonico (Tsunoda y cols., 1996b) y las esfingosinas producen oscilaciones (Yule
y cols., 1993) al igual que otros candidatos a mensajeros intracelulares, como la ADP
ribosa ciclica (Thorn y cols., 1994).

En las oscilaciones controladas por segundos mensajeros el argumento clave es
el fendbmeno de la liberacidn de calcio inducida por calcio (“calcium induced calcium
release”, CICR) (Berridge, 1988). El IP3 es capaz de liberar una pequefia cantidad del
Ca2+ de los depositos, existiendo un depdsito sensible y otro insensible a IP3, y se ha
sugerido que el Ca2+ liberado desde el primero desencadena la liberacion desde el
segundo (Petersen y Wakui, 1990), produciéndose lapsos entre cada liberacion como
consecuencia del tiempo necesario para su recarga. Evidencias que apoyan este
modelo se han obtenido de experimentos en los que incrementando artificialmente la
[Ca2+]i con inyecciones de Ca2+ o mediante el tratamiento con ion6foros, se originan
oscilaciones (Osipchuk y cols., 1990; Wakui y cols., 1990; Wakui y Petersen, 1990).

También se ha observado que la cafeina, un agente que libera Ca2+ con
independencia de la formacion de IP3, 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 Ca2+ procedente del
medio extracelular a la hora de explicar los ciclos, ya que ésta es necesaria para la
recarga de los depdsitos intracelulares. De todas formas, la complejidad de las
oscilaciones que se producen en los diferentes tipos celulares que se han estudiado
hasta ahora induce a pensar que en una misma célula se desarrollen distintos
mecanismos compatibles entre si.

Existen especulaciones acerca de la significacion funcional que pueden
representar las oscilaciones descubiertas en la [Ca2+]i ante la estimulacion con
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secretagogos. En otros tejidos se las ha relacionado con procesos tan dispares como
secrecion, aprendizaje y memoria (Berridge y Gallione, 1988). Pero en el caso del
pancreas exocrino, asi como en otros muchos tejidos donde también se han descrito
oscilaciones, el significado de este fendbmeno ain no se conoce con certeza, aunque se
le ha relacionado con el control de la secrecion fluida y de enzimas. Probablemente
una sefial oscilante sea mas facil de controlar y modular que una sostenida, evitandose
ademas los posibles efectos toxicos que presentaria un aumento continuado en la
[Ca2+]i .

Aspectos espaciales de la seifial de Ca?+.

Recientemente la determinacion de la [Ca2+]i mediante el empleo de técnicas
de andlisis digital de imagenes y microscopia laser confocal ha proporcionado
interesantes datos sobre la propagacion de la sefial de Ca2+ a lo largo de la célula
acinar. Estos resultados han revelado que la sefial de calcio se inicia en el polo luminal
de la célula y posteriormente se extiende a modo de ola hacia el polo basal (Toescu y
cols., 1992a). La importancia de este fenémeno se desconoce por el momento, pero
parece reflejar la localizacion del punto inicial de liberacion de Ca2+, debido a la
mayor concentracion de receptores de IP3 o una mayor sensibilidad al 1P3.

El modelo de la CICR puede explicar las ondas de propagacion espacial del
Ca2+. Si los depositos tienen la adecuada disposicion a lo largo de la célula, este
mecanismo podria ser el responsable de la aparicion de las ondas. Esto ha sido
propuesto para el pancreas exocrino (Petersen, 1992) y otros modelos celulares como
hepatocitos (Berridge, 1990) y oocitos, donde estas ondas presentan la forma de
espirales (Lechleiter y Clapham, 1992). Incluso se ha descrito la existencia de espigas
locales de Ca2+ que solamente si presentan suficiente amplitud se propagarian a lo
largo del citosol (Petersen, 1992). Esta liberacion local de Ca2+ en el polo luminal,
donde se acumulan los granulos de zimogeno, produciria o facilitaria su exocitosis
(Petersen y cols., 1994).

Schulz y cols (1989) relacionaron el modelo de los dos depositos con el sistema
de captacion de Ca2+ en su interior: un aumento en la [Ca2+]i hace que se incremente
su acumulacidn en el deposito sensible a IP3, con lo cual salen protones (H+) que se
intercambian por Ca2+ estimulando su transporte activo hacia el interior del depdsito.
Esto llevaria a la reduccion del pH local alrededor del depésito, que afectaria al
segundo de ellos, el insensible a IP3, liberando su Ca2+. El IP4 cooperaria en la
entrada de Ca2+ en el interior del primer deposito desde el segundo y/o desde el
medio extracelular, al igual que lo haria el GTP.

No esté claro cudl es el significado fisiologico de este fenébmeno, pero parece



ser un modo de coordinar y extender ordenadamente la informacion a los distintos
puntos del interior celular.
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Entrada de Ca?* extracelular.

Con anterioridad nos hemos referido a la importancia de la presencia de Ca2+
en el medio extracelular para el mantenimiento de la respuesta sostenida de Ca2+ en
las células acinares pancredticas. Asi, debe existir un incremento en la permeabilidad
de la membrana celular al Ca2+ que esté en estrecha relacion con el mecanismo de
recarga de los depdsitos intracelulares. EI mecanismo que subyace a la entrada de
Ca2+ en las células acinares pancredticas es poco conocido. La entrada de Ca2+ se
produce a través de canales independientes de voltaje, ya que no es sensible al
potencial de membrana o a bloqueantes organicos de los canales de Ca2+, como la
nifedipina o el verapamil. Esta entrada es bloqueada por los iones La3+, Ni2+y Co2+
(Pandol y Schoeffield-Payne, 1987; Tsunoda, 1990), lo que parece indicar que la
entrada de Ca2+ en las células acinares pancreaticas se produce a través de canales no
especificos para el Ca2+, a diferencia de otras células en las que existen varios tipos
de canales para este ion (Tsien y Tsien, 1990). Tambien existe sensibilidad al pH
extracelular (pHO): la entrada de Ca2+ se ve favorecida en medio alcalino mientras
gue se reduce en los medios acidos (Muallem y cols., 1989; Tsunoda y cols., 1990).

Existen algunas hipotesis que intentan explicar este proceso; en ellas se
contempla la posibilidad de que exista algin canal no especifico de este cation
activado por IP3 en la membrana de la célula (Kuno y Gardner, 1987), aunque se ha
propuesto también que el IP3 y el IP4 podrian actuar paralelamente para permitir la
entrada de Ca2+ y la recarga de los depositos intracelulares a través de un canal
localizado en la membrana plasmética (Berridge e Irvine, 1989; Irvine, 1992).

Otro mensajero intracelular, la guanosina monofosfato ciclica (GMPc), formada
en respuesta a un aumento de 6xido nitrico (NO) producido por los secretagogos que
movilizan Ca2+ (Gukovskaya y Pandol, 1994), podria estar implicada 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 Ca2+, asi como el acido
araquidénico (AA) y el citocromo P-450 (para una revision ver Tsunoda, 1993). Otros
han identificado un pequefio compuesto de peso molecular inferior a 500, anionico y
fosforilado que activa la entrada de Ca2+ (Randriamampita y Tsien, 1993), que han
denominado “factor para la entrada de Ca2+” (CIF) y que se piensa es generado en
aquellas células cuyos depdsitos de Ca2+ se van vaciando tras la respuesta a algun
estimulo. Aun asi, no hay consenso sobre el mecanismo que realmente esta actuando
en este proceso. Sin embargo, en muchos tipos de células, parece estar firmemente
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establecido que la entrada de Ca2+ esta regulada por el grado de vaciamiento de los
depdsitos, denominado modelo capacitativo para la entrada de Ca2+ (Putney, 1986;
1990); esto es, cuando los agonistas liberan el Ca2+ de los depdsitos, este vaciamiento
abre el canal de Ca2+ de la membrana plasmatica mediante algin mecanismo aun
desconocido. Recientemente se ha propuesto un posible papel de las tirosinas cinasas
en el proceso de entrada capacitativa de calcio, ya que Yule y cols, en 1994,
demuestran que diferentes inhibidores de las tirosinas cinasas disminuyen la entrada
de calcio en la célula (Yule y cols., 1994).

Recientemente se ha propuesto un fendmeno que podria tener gran implicacién
en la entrada de Ca2+ en el citosol y que se ha denominado corrientes activadas por la
liberacion de Ca2+ (CRAC) (Clapham, 1993), que se caracteriza por presentar alta
selectividad para el ion Ca2+, conductancia baja (20 femtoS) y poca o ninguna
dependencia del voltaje. Por el contrario, el grupo de Schulz en Alemania tiene
evidencias de que la entrada de Ca2+ en las células acinares pancredticas tiene lugar a
través de canales de Ca2+ no selectivos, proceso que han denominado CRANC
(Krause y cols., 1996).

Recarga de los dep6ésitos de Caz-,

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 Ca2+. Bajo estimulacion
intensa, los depdsitos permanecen vacios durante el tiempo que el estimulo estd
actuando, de manera que su recarga es necesaria para una posterior respuesta de Ca2+.
Este proceso requiere la presencia de Ca2+ en el medio extracelular y la retirada del
estimulo. El tiempo requerido para este proceso varia de unos tipos celulares a otros,
estando entre 7 y 15 minutos en el caso de las células acinares pancreaticas (Stuenkel
y cols., 1989). En la mayoria de los casos, la recarga de los depositos se produce con
un nivel constante de Ca2+ citosélico proximo o igual al de reposo (Pandol y cols.,
1987; Stuenkel y cols., 1989). Cuando las células se someten a concentraciones de
secretagogos, como la CCK, consideradas fisioldgicas, la [Ca2+]i muestra
oscilaciones, en cuya causa parece intervenir la recaptacion de Ca2+ por los depositos
intracelulares (Petersen y cols., 1991).

Se han sugerido dos posibles mecanismos por los que los dep6sitos de Ca2+ se
recargan: la entrada de Ca2+ en el citosol y su transporte sincronizado hacia el interior
de los depositos, 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 Ca2+ y de protones indican que el depoésito de Ca2+ sensible a IP3 tiene



una bomba de H+ que crea un gradiente acido en su interior, que es la fuerza motriz
para captar el Ca2+ por medio de un intercambiador Ca2+/H+. Al parecer, este
intercambio también puede realizarse por medio de un proceso dependiente de Mg2+
y ATP. El dep6sito no sensible a IP3 acumula el Ca2+ a través de una bomba de Ca2+
dependiente de ATP, captando Ca2+ cuando su concentracion es cercana a la de
reposo (Schulz y cols., 1989).
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En otros modelos, para que la captacion de Ca2+ se produzca, es necesaria la
presencia de K+ en el lado citosolico, que se acumularia en el depdsito para ser
intercambiado por el Ca2+ cuando éste pasa a su interior (Muallem, 1989). Este
mecanismo es compatible con la descripcion del mecanismo de actuacién del 1P3, que
necesita K+ para liberar Ca2+ (Muallem y cols., 1985). El anion CI- es probablemente
intercambiado con el K+.

Continta existiendo la duda sobre si la entrada de Ca2+ 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 pancreaticas que el
deposito capta Ca2+ citosolico, y no directamente desde el medio extracelular. Por
otro lado, Putney y cols (1989) encontraron que el Ca2+ atravesaba el citosol, lo que
hace que se detectaran pequefias elevaciones en la [Ca2+]i durante el proceso de
recarga.

Algunas investigaciones sugieren que el Ca2+ 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 algin 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.

Relacién entre [Ca2*]iy pH.

En todas las células animales la [Ca2+]i basal esta en torno a 100 nM, y el pHi
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, en 1980, realizaron experimentos en los que encontraron que
tras la inyeccion de Ca2+ en neuronas se producia una caida en el pHi, lo cual era
seguido de una posterior recuperacion. Explicaron este fenémeno por la posible
existencia de un intercambio de Ca2+ por H+ en las mitocondrias, como también
habian descrito anteriormente otros autores en sus trabajos con mitocondrias aisladas
(Chance, 1965). Pero el efecto contrario también se ha observado: una acidificacion
del citoplasma producida mediante inyeccion de H+, conduce a un incremento en la
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[Ca2+]i posiblemente por producirse un intercambio del Ca2+ por los H+ existentes
en la mitocondria u otro organulo citoplasmatico (Rink y cols., 1980). En 1981 Roos y
Boron concluyeron que la caida en el pHi podria: (1) inhibir la entrada de Ca2+ en los
depositos intracelulares, (2) conducir a la liberacion de Ca2+ desde estos depdsitos y/o
(3) desplazar el Ca2+ desde algun organulo intracelular o desde una proteina ligadora
de Ca2+.

Asi, por ejemplo, en células musculares una reduccién en el pHi facilita la
salida de Ca2+ desde el reticulo sarcoplasmico (Orchard y cols., 1987). En el
acoplamiento estimulo-secrecion la administracion de gastrina y trombina conduce a
la liberacion de Ca2+ desde los depositos intracelulares en células parietales y
plaquetas (Tsunoda y cols., 1991), proceso asociado a una acidificacion del citosol.
También en neutréfilos, plaquetas y células parietales, la administracién de un
ionoforo (nigericina) que disipa el potencial de membrana e incrementa el intercambio
K+/H+, conduce a una disminucion del pHi por anulacion del gradiente de K+ y de
H+ (Reuss y cols., 1984). Esta reduccion en el pHi lleva asociada un incremento en la
[Ca2+]i (Tsunoda y cols., 1991). En neutrofilos, la acidificacion del citoplasma por
medio de &cido propidnico, que reduce el pHi, promueve la movilizacion de Ca2+
(Naccache y cols., 1988).

De esta forma, la acidificacion del citosol podria funcionar como una fuerza que
dirige los H+ hacia los depdsitos intracelulares, con un transporte de iones Ca2+ en
sentido opuesto por medio de un sistema que podria ser un intercambiador Ca2+/ H+ o
canales de Ca2+ sensibles a H+. Tsunoda en 1990 encontré que las oscilaciones de
[Ca2+]i en células acinares pancreaticas son sensibles a los cambios de pHi: una
acidificacion del medio intracelular mediante la administracion de un pulso de NH4CI
hacia que aumentara transitoriamente la [Ca2+]i en células que presentaban una
respuesta oscilatoria a 20 pM de CCK, y se eliminaba el patron oscilatorio. Una nueva
aplicacién de NH4CI hacia que la [Ca2+]i se redujera hasta el valor basal, proceso que
explicé en términos de un transporte de Ca2+ hacia los depdsitos. Cuando empled
acido propionico, la acidificacion del citosol no originaba cambios en el patrén
oscilatorio de la [Ca2+]i ante la respuesta a la CCK, pero la alcalinizacion que se
producia cuando era retirado el &cido propionico tenia como resultado una reduccién
en la [Ca2+]i e inhibia las oscilaciones.

Estos resultados, junto con los obtenidos en los experimentos realizados
también en células acinares pancreéaticas por Muallem y Loessberg (1990), en los que
agonistas que median su accion a traves de la via del Ca2+ intracelular provocaban
cambios en el pHi por actuacién sobre los mecanismos de transporte de iones, han
llevado a pensar que la liberacion de Ca2+ desde los depdsitos y la recarga de los
mismos podria requerir un flujo compensador de H+ en la direccion opuesta al



SALIR

Antecedentes Bibliograficos 41

movimiento de Ca2+ para mantener la electroneutralidad (Thevenod y cols., 1989b).

Tsunoda en 1993 propone que la reduccién en el pHi tiene como resultado un
aumento en la entrada de Ca2+ procedente del medio extracelular, mientras que si es
el pH extracelular el que es &cido con respecto al intracelular se produce una
inhibicion de este flujo de iones Ca2+. Este comportamiento sugiere que el sistema de
transporte encargado de estos cambios de Ca2+, paralelos a los del pH, podria estar
situado tanto en la membrana celular como en la de algin organulo intracelular.

De igual manera que la acidificaciéon promueve la activacion de un posible
intercambiador situado en la membrana de algun deposito intracelular, pudiera ocurrir
que existan canales de Ca2+ en la membrana cuya actividad fuera sensible al pHi. En
células LLC-PK1 el tratamiento con nigericina conduce a un aumento en la [Ca2+]i
(Burns y cols., 1991); este efecto se ve inhibido por verapamil, sugiriendo que el
incremento en la [Ca2+]i procede de un aumento en la entrada de Ca2+ a través de la
membrana celular. En las células acinares pancreéticas, la alcalinizacion del medio
extracelular hace que la entrada de Ca2+ en la célula en respuesta a los agonistas se
incremente, y esta entrada es inhibida por cationes como La3+ y Ni2+. Por el
contrario, una reduccién en el pHO conduce a una menor entrada de Ca2+ en las
mismas células (Muallem y cols., 1989; Tsunoda y cols., 1990). Por tanto, en el
acoplamiento estimulo-secrecién la apertura de canales para Ca2+ en la membrana
celular parece estar regulada por H+ que actdan en la cara exterior de la misma.

Teniendo en cuenta estos hallazgos, seria posible que aquellas variaciones que
se producen en el pHi o en el pH del interior de los depésitos de Ca2+ cuando las
células han sido estimuladas por agonistas podrian tener alguna influencia sobre la
cinética de los canales de Ca2+ que pudieran existir en sus membranas. En el RE de
las células acinares pancreéticas y de glandula par6tida se ha propuesto la existencia
de un canal de Ca2+ sensible a pH (Kremmer y cols., 1987). Cuando el pH del interior
del reticulo esta por debajo del valor de reposo el canal esta cerrado, mientras que si el
pH aumenta el canal se abre y permite la salida de Ca2+. En un estudio posterior
Schulz y cols (1989) proponen la existencia de canales de Ca2+, presentes en el
depdsito insensible a IP3, que podrian ser sensibles a una alcalinizacion en la
proximidad regional de la membrana de este depoésito. Esta alcalinizacion seria el
resultado de la actuacion de una bomba de H+ localizada en la membrana del dep6sito
de Ca2+ sensible a IP3 y que crea un gradiente de H+ a través de la membrana de este
depdsito de manera que un intercambiador Ca2+/ 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.,1990) también apoyan la hipétesis de que el
mecanismo de acumulacion del Ca2+ dentro de sus depdsitos intracelulares podria ser
un intercambiador Ca2+/ H+.
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A pesar de que existen bastantes datos que indican que una acidificacion del
citosol conduce a un incremento en la [Ca2+]i, el efecto contrario también ha sido
descrito. La alcalinizacion del citosol de células endoteliales de bovino promueve una
liberacion de Ca2+ desde los dep6sitos accesibles a los agonistas (Danthuruli y cols.,
1990).

Gonzélez y cols (1997a) han demostrado que la movilizacion de Ca2+ desde los
depdsitos intracelulares en células acinares pancredticas, observada tras la
estimulacion con los agonistas CCK-8 y ACh, esta acompafiada por una disminucién
del pH intracelular. Ademas, esta acidificacion es totalmente dependiente de la
liberacion de Ca2+ desde los depdsitos intracelulares. Se demuestra ademas en este
trabajo que este fendmeno estd mediado principalmente por la activacion de un
intercambiador Ca2+/H+ localizado en la membrana plasmatica.

Estos mismos autores (Gonzalez y cols., 1997b) también demuestran que las
sefiales de Ca2+ en las células acinares pancredticas requieren la existencia de
gradientes subcelulares de pH.

2.3.24 Nucleoétidos ciclicos.

Adenosina monofosfato ciclica (AMPC).

Junto con la via del Ca2+, el AMPc parece jugar un importante papel en la
regulacién de las respuestas secretoras pancredticas (Hootman y Williams, 1987). Este
hecho se basa en las siguientes evidencias: (1) varias hormonas y neurotransmisores,
que estimulan la secrecion, producen un incremento en los niveles de AMPc; (2)
analogos sintéticos del AMPc tales como el dibutiril-AMPc o el 8-Br-AMPc,
estimulan también la secrecion de proteinas y electrolitos en células pancreéticas y (3)
la estimulacion de la adenilato ciclasa (AC) o la inhibicion de la fosfodiesterasa
conducen ambas a un incremento en la actividad secretora de las células acinares
(Hootman y Williams, 1987).

Los péptidos de la familia de la secretina (secretina, VIP y glucagon) estimulan
la secrecion en las células acinares pancreaticas mediante la modulacion 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 entre 8 y 30 veces el nivel basal. En
presencia del inhibidor de la fosfodiesterasa, 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), se
produce un mayor incremento en los niveles de AMPc (Gardner y cols., 1983). La
elevacion observada en los niveles de AMPc en respuesta a secretina y VIP es el
resultado de la activacion de la AC localizada en la membrana de las células acinares



pancreaticas (Robberecht y cols., 1982).
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Igualmente, se ha podido comprobar que otros compuestos como el PHI (Jensen
y cols., 1981), el rhGRF, y el PACAP (Raufman y cols., 1991) actian como
reguladores enddgenos incrementando los niveles de AMPc. De manera similar se ha
observado que autacoides como la histamina también pueden participar en la sintesis
de AMPc (Lajas y cols., 1995; Camello y cols., 1997).

La CCK a altas concentraciones igualmente puede activar la AC pancredtica,
pero este efecto no parece estar relacionado con su papel fisiologico (Bruzzone, 1990).

Compuestos que estimulan la actividad de la AC o 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 (Pan y cols., 1982) por modificacion covalente de la proteina
Gs asociada a la AC. La forskolina, un diterpeno aislado de la raiz de Coleus sp, es un
potente activador de la AC, elevando hasta 30 veces los niveles de AMPc citosoélico en
células acinares pancreaticas de rata (Heysler, 1983).

Los inhibidores de la fosfodiesterasa como la isobutil metil xantina (IBMX), la
teofilina y el Ro 20-174, presentan por si mismos pequefios 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 (Gardner y cols., 1983).

Este papel no sélo es aplicable al tejido acinar propiamente dicho, sino que el
AMPc también es un mensajero en el caso de las células ductulares del pancreas
(Schulz, 1987), que ademas son mas sensibles a la estimulacién con secretina
(Milutinovic y cols., 1977), siendo el AMPc el mensajero intracelular limitante para la
produccién de fluido y electrolitos en el pancreas (Kepen y cols., 1975). También hay
una serie de secretagogos que pueden inhibir la via del AMPc, como ocurre con la
somatostatina y la ACh (Singh, 1985).

El mecanismo efector de este nucledtido ciclico es la activacion de una cinasa
dependiente de AMPc, la proteina cinasa A (PKA). Esta enzima se ha localizado en el
tejido pancreédtico y hormonas como la secretina y el VIP, pero no la CCK,
incrementan su actividad (Jensen y Gardner, 1978). Existe menos informacion para el
patrén 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, cuya identidad es desconocida, siendo diferentes a las que
se fosforilan por el Ca2+ y la PKC (Hootman y Williams, 1987).

Inicialmente en el cobaya y posteriormente en la rata y el raton, se ha podido
comprobar que los secretagogos que actlan incrementando los niveles de Ca2+
intracelular y los que lo hacen aumentando el AMPc pueden potenciar sus efectos
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(Pozo y cols., 1995; Alcdn y cols., 1996). Sin embargo, esta potenciacion no afecta a
todas las respuestas celulares: estd muy bien establecida para la secrecion enzimatica
pero no ocurre asi para el transporte de Na+, donde el efecto es aditivo, ni para el
transporte de glucosa donde el efecto estimulador ocasionado por los agentes que
actdan incrementando la [Ca2+]i no se ve modificado por adicién de VIP (Burnham y
cols., 1984).

Guanosina monofosfato ciclica (GMPc).

Otro posible mensajero intracelular es el GMPc. Este nucleétido 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, andloga a la PKA para el AMPc, que media su accion
(Tremblay y cols., 1988).

Los niveles intracelulares de este nucle6tido se incrementan tras la estimulacion
con ACh, CCK y los iondforos de Ca2+ (Kapoor y Krishna, 1978), aunque su papel en
la secrecion pancreatica esta bastante menos establecido que el del AMPc (Tremblay y
cols., 1988). La elevacion de los niveles citoplasméaticos de GMPc, mediante el
empleo de derivados no metabolizables como el dibutiril- GMPc o el 8-Br- GMPc, o
activando la guanilato ciclasa con nitrosurea o nitroprusida, no presenta efectos sobre
el flujo de Ca2+ ni sobre la secrecion de amilasa (Menozzi y cols., 1989).

Por tanto el incremento en los niveles de GMPc en respuesta a los secretagogos
fisiologicos (CCK y ACh) parece ser secundario al incremento en la [Ca2+]i. Por
ahora no hay un papel claramente definido para el GMPc en las células acinares
pancredticas, aunque se ha propuesto un papel mediador en la entrada de Ca2+
(Pandol y Schoeffiel-Payne, 1990).

2.3.2.5 Otros mensajeros intracelulares.

Cuando se estimula el pancreas con un secretagogo, es posible la formacién de
otros metabolitos, ademas del DAG, algunos de los cuales se sintetizan a partir de este
Galtimo. Diversos autores han descrito que tras la administracion de los secretagogos se
produce un incremento en la produccion de &cido araquidonico (AA) (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 diacilglicerol lipasa. A concentraciones
elevadas de secretagogos también se activa la PLA2, que hidroliza la fosfatidilcolina
ademas de otros fosfatos de inositol, generando AA. Estudios posteriores llevados a
cabo por Hou y cols (1996a) han demostrado que la ceruleina estimula la produccion
de AA en acinos pancreaticos a través de la PLC y la DAG lipasa, sin intervencion de



laPLA2 o la PLD.

La adicion de AA a acinos pancreaticos in vitro estimula ligeramente la
secrecion de amilasa (Pandol y cols.,, 1991) e incrementa la [Ca2+]i
independientemente de IP3 (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 pancreética (Maruyama,
1990). Estos estudios revelan que la inhibicién producida por la administracion de AA
se produce como resultado de una disminucién en la produccion de PIP2 e IP3
inducida por secretagogos. Ademas el AA causa una depleccion en la concentracion
de ATP (Chaudhry y cols., 1988).

El AA es metabolizado por las células acinares por una ciclooxigenasa y una
lipoxigenasa, dando lugar a la sintesis de prostaglandinas y leucotrienos (Stenson y
Lobos, 1982), de los que existen evidencias de su participacion como mensajeros
intracelulares en los mecanismos de acoplamiento estimulo-secrecion en las células
acinares pancreaticas (Yule y Williams, 1994).
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Existen otras multiples rutas intracelulares de acoplamiento estimulo-secrecién
descritas en el pancreas exocrino. Entre ellas se encuentra la ruta de las GTPasas de
bajo peso molecular de la familia Ras, que juegan un papel muy importante en el
crecimiento y la transformacion celular (Malarkey y cols., 1995). También
encontramos la ruta de las GTPasas de bajo peso molecular de la familia Rho,
intimamente relacionadas con la reorganizacion del citoesqueleto y la formacién de
fibras de tension (Symons, 1997). La ruta de las cinasas de las proteinas activadas por
la mitogénesis (MAP) juegan un importante papel en el crecimiento y la proliferacion
celular estimulada por factores de crecimiento, agonistas que activan a las proteinas G
de membrana, citoquinas y determinados antigenos (Malarkey y cols., 1995). Tras la
activacion, las MAP cinasas se translocan hacia el nicleo celular e inician la
activacién de protooncogenes tales como c-jun (Pulverer y cols., 1991). Otros
mecanismos celulares activados por las MAP cinasas incluyen la fosforilacion de la
proteina p90 ribosomal S6 cinasa (p90s6k), la PLA citosolica, la proteina activada por
las MAP cinasas (MAPKAP) y la estimulacion del transprote de glucosa (Malarkey y
cols., 1995).
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2.3.3 Acciones de Ilos mensajeros
intracelulares: efectores.

Se han identificado y caracterizado varios mensajeros intracelulares de las
células acinares pancreéticas, pero es comparativamente poco lo que se conoce sobre
los mecanismos mediante los que actlan 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 pueden 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 de gran nimero de tejidos.

2.3.3.1 Proteina cinasa C (PKC).

La PKC es una proteina ubicua de la cual se han descrito hasta 11 tipos o
isoenzimas (a, bl, bll, g, d, e, z, h, g, i y I) hablandose hoy en dia de la familia de la
PKC (Nishizuka, 1992). Las diferencias existentes entre ellas y su sensibilidad al
calcio y al DAG 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 substratos en residuos de serina y treonina.

Existe gran nimero de indicios que apoyan la idea del papel que la PKC pudiera
tener en la regulacién de la secrecion de enzimas en las células acinares pancreéticas.
Tanto formas permeables de DAG como los ésteres del forbol, en particular el TPA
(13, acetato de 12,0-tetradecanoil forbol), que presentan estructura parecida a la del
DAG, estimulan la secrecién de enzimas y aumentan la estimulada por calcio en
células intactas (Hootman y Williams, 1987; Bruzzone, 1990; Camello y cols., 1993).

Una estimulacion 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 (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.

Las funciones propuestas para la PKC en diferentes respuestas celulares son
muy amplias (Rana y Hokin, 1990). Hay una gran variedad de datos que muestran su
papel inhibidor de la sefial de calcio en diversos modelos, incluyendo la secrecion



pancreatica (Arita y cols., 1991). En esta Ultima se ha propuesto como punto de
interaccion la liberacion de calcio y la inactivacion de los receptores y/o las proteinas
G.
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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 calcio citos6lico (Muallem, 1989). También se ha descrito un
incremento en los niveles de acido araquiddnico a cargo de la PKC, a traves de la
activacion de la PLA2 (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 (Yuny cols., 1995).

En otros modelos, por el contrario, parece tener una accion cooperadora, ya que
puede activar canales de entrada de calcio extracelular dependientes de voltaje (Ranay
Hokin, 1990); esto no ocurre en el pancreas exocrino, en donde estos canales no
existen. Esta cooperacion entre calcio y PKC ha dado lugar a la propuesta de
Rasmussen (Rasmussen y cols., 1986) segln la cual, tras actuar inicialmente el calcio
liberado por el IP3, la respuesta estaria apoyada por la actividad de la PKC
(estimulada por el mismo calcio).

Otro papel asignado a la PKC es la modulacién del sistema del AMPCc.
Swandito y cols (1989) trabajando con acinos pancreaticos observaron que el TPA
producia un incremento en los niveles de AMPc citosélico inducidos por VIP, y
propusieron que se debia a una modulacidn de las proteinas Gs o Gi controladoras de
la adenilato ciclasa.

2.3.3.2 Proteinas cinasas activadas por
nucledtidos ciclicos.

Todos los efectos conocidos del AMPc son llevados a cabo a través de la
activacién de una proteina cinasa A (PKA) activada por dicho nucle6tido ciclico. La
union del AMPc a la subunidad reguladora de esta proteina cinasa conduce a la
disociacidn y activacion de la subunidad catalitica (Ederveen y cols., 1989). Jensen y
Gardner en 1978 diferenciaron entre proteinas cinasas activadas por AMPc y activadas
por GMPc.

Existen en el pancreas dos isoformas de la proteina cinasa activada por AMPc,

las isoenzimas 1 y 11, las cuales se diferencian en sus subunidades reguladoras (Nigam
y Blobel, 1989).

En 1978, Jensen y Gardner demostraron que tanto la secretina como el VIP son
capaces de activar la PKA con una muy buena correlacion de dicha activacion con los



48 Al Lajas

incrementos en los niveles de AMPc. Sin embargo se ha demostrado que
concentraciones fisiologicas de CCK no incrementan la actividad de dicha proteina,
Unicamente a concentraciones supramaximas se ha observado que la CCK puede
activar la PKA, relacionado con el incremento en los niveles de AMPc observados a
esas concentraciones, y a las que no se ha encontrado significacion fisiologica
(Willems y cols., 1987).

Se ha encontrado que la CCK no modifica el efecto del VIP o la secretina en la
activacion de la cinasa dependiente de AMPc, lo que puede llevar a pensar que el
efecto potenciador de estos secretagogos no se produce a este nivel (Yule y Williams,
1994).

Los sustratos de la PKA son totalmente desconocidos, pero todavia se conoce
menos acerca de la proteina cinasa activada por GMPc que se ha descrito en células
acinares (Yule y Williams, 1994).

2.3.3.3 Proteinas cinasas y fosfatasas
activadas por Ca2+*-Calmodulina.

Aunque la unién del Ca2+ directamente a una enzima es posible, la mayoria de
las acciones del Ca2+ son iniciadas por la unién a proteinas sin actividad enzimética.
Con la excepcion de la troponina en el musculo esquelético, la proteina a la que suele
unirse el Ca2+ en la mayoria de las ocasiones es la calmodulina (Klee y cols., 1986).
La calmodulina es una proteina ubicua con caracter &cido y 19.000 KDa de peso
molecular, que une 4 moles de Ca2+ por cada mol de proteina. La unién del Ca2+ se
produce inicialmente en dos sitios localizados en el extremo carboxilo terminal de la
molécula, para posteriormente unirse con baja afinidad a otros dos lugares de union
localizados en el extremo amino terminal (Klee y cols., 1986).

La calmodulina es responsable de la activacion de una gran variedad de enzimas
en el péncreas, incluyendo cinasas, una fosfatasa y una nucleétido ciclico
fosfodiesterasa.

Se han distinguido hasta 7 cinasas activadad por Ca2+-calmodulina. Algunas de
ellas como la Ca2+-calmodulina cinasa Il pueden fosforilar una gran cantidad de
proteinas, actuando por tanto como una proteina cinasa multifuncional (Colbran y
cols., 1989).

Se han identificado cuatro de estas proteinas en el pancreas: la cinasa de la
cadena ligera de miosina (Bissonette y cols., 1989), la Ca2+-calmodulina cinasa I
(Nairn y cols., 1985), Ca2+-calmodulina cinasa Il (Gorelick y cols., 1983) y la Ca2+-
calmodulina cinasa Il (Nairn y cols., 1985). La Ca2+-calmodulina cinasa | fue
inicialmente aislada por su capacidad para fosforilar una proteina de las vesiculas



sinapticas, la sinapsina I. La Ca2+-calmodulina cinasa Il fue aislada a principios de los
80 y la forma pancreética consiste en una Unica subunidad de 50 KDa y presenta una
reaccion inicial de fosforilacion intramolecular previa a la fosforilacion de sustratos
exogenos que aun no han sido identificados (Gorelick y cols., 1983). Estudios
recientes han demostrado que la proteina fosfatasa 1 participa en la defosforilacion de
la Ca2+-calmodulina cinasa Il, oponiéndose a la teoria que sugeria que esta proteina
presentaba actividad autonoma (Hwang y cols., 1996). La Ca2+-calmodulina cinasa
I11, de 140 KDa, se sabe que es relativamente especifica para su sustrato, el factor 2 de
elongacidn, una proteina de 100 KDa que estéa relacionada con la traslacion ribosomal
de ARNm (Nairn y Palfrey, 1987). Cuando este factor es fosforilado la eficiencia de la
traslacion disminuye significativamente. EI papel fisiol6gico de esta proteina podria
estar relacionado con el efecto de las altas concentraciones de CCK para inhibir la
sintesis de proteinas (Yule y Williams, 1994). La cinasa de la cadena ligera de miosina
es una proteina de 138 KDa cuya actividad se cree responsable de la fosforilacion de
las cadenas ligeras de miosina observada en acinos pancreaticos estimulados por CCK
(Burnham y cols., 1988).
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2.3.3.4 Proteina fosfatidilinositol 3’-cinasa
(PI3-cinasa).

La fosfatidilinositol 3’-cinasa (PI3-cinasa) es una cinasa lipidica que fosforila el
fosfatidilinositol y sus derivados en la posicion 3 del anillo de inositol dando lugar a la
formacion de Ins(3)P, Ins(3,4)P2 e Ins(3,4,5)P3. Sus funciones bioldgicas no estan
claras, si bien, la elevacion en los niveles de los productos de la Pl3-cinasa se ha
relacionado con la proliferacion y la transformaciéon celular (Chen y Guan, 1994).

La PI3-cinasa presenta dos dominios, denominados subunidades p85 y p110. La
PlI3-cinasa se une a los receptores de los factores de crecimiento a través de la
subunidad p85, en tanto que la subunidad pl10 presenta el dominio catalitico
(Malarkey y cols., 1995). Existe una intima relacién entre los receptores de los
factores de crecimiento y la PI3-cinasa.

Recientemente se ha descrito una proteina que puede actuar como segundo
mensajero de la PI3-cinasa, una proteina serina-treonina cinasa de 60 KDa que se ha
denominado Akt/PKB (Bos, 1995). El dominio carboxilo terminal de esta proteina es
una cinasa relacionada con la proteina cinasa A y con la proteina cinasa C, mientras
que el dominio amino terminal es una secuencia de unos 100 aminodcidos identificado
inicialmente en la proteina que le da nombre y que posteriormente se ha identificado
en otras 70 proteinas més, entre las que se encuentran serina-treoninas y tirosinas
cinasas, distintas isoformas de la PLC, GTPasas, factores intercambiadores de
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nucledtidos y componentes del citoesqueleto (Mayer y cols., 1993).

No se sabe mucho acerca de los posibles substratos de la Akt/PKB. Hasta la
fecha sabemos que cuando dicha proteina estd inactiva se encuentra en forma
dimérica. Tras la llegada de un estimulo, el fosfatidilinositol 3 fosfato induce el paso a
la forma monomeérica. Es en esta forma en la que la Akt/PKB puede ser fosforilada y
activada (Bos, 1995). Un posible sustrato de la Akt/PKB es la proteina p70s6k cinasa,
aungue no se sabe con exactitud si la Akt/PKB fosforila directamente a dicha cinasa
(Bos, 1995), pero estd descrito que la PI3-cinasa participa como regulador en la
activacion de la p70s6k cinasa por la CCK-8 en células acinares pancredticas (Bragado
y cols., 1997).

Ademas de la descrita relacién de la PI3-cinasa con los receptores de los
factores de crecimiento, recientemente se ha demostrado que la union de la CCK-8 a
su receptor, posiblemente tras la activacion de determinadas tirosinas cinasas de
membrana, puede activar la PI3-cinasa (Rivard y cols., 1994). Rivard y col (1995) han
demostrado que la inhibicidn de la PI3-cinasa con wortmanina no tuvo ningun efecto
en la secrecion pancredtica estimulada por CCK-8, sino mas bien, estaria relacionada
con sus efectos tréficos. En contraste con lo anteriormente descrito, Tsunoda y cols
(1996a) han demostrado que la unién de la CCK a su receptor activa la PI3-cinasa a
través de una ruta donde participa la Src cinasa. Esta ruta podria mediar la secrecién
enzimatica estimulada por CCK.
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2.4 Via de las proteinas tirosinas cinasas

Los secretagogos del pancreas actian principalmente via dos mecanismos de
acoplamiento estimulo-secrecidn, como ya se ha descrito anteriormente. La secretina y
péptidos relacionados activan la adenilato ciclasa e incrementan los niveles de AMPc.
La CCK, el carbacol o la bombesina, por su parte, activan la PLC, que hidroliza
fosfoinositoles generando DAG e 1Ins(1,4,5)P3. Subsecuentemente el DAG vy
Ins(1,4,5)P3 activan proteinas serina-treonina cinasas como la PKC o provocan la
liberacion de Ca2+ desde los depdsitos intracelulares al citosol. Estos dos mecanismos
potencian sus efectos en algunas circunstancias y se cree que son las vias
intracelulares més importantes en el pancreas exocrino (Williams y Yule, 1993).

Recientemente se ha descrito un nuevo mecanismo en numerosos tejidos, entre
ellos el pancreas exocrino. Este nuevo mecanismo incorpora las proteinas tirosinas
cinasas a la ya larga lista de moléculas que forman parte de los mecanismos de
acoplamiento estimulo-secrecidn. Las tirosinas cinasas son proteinas pertenecientes a
la familia de las proteinas cinasas. Dependiendo de su especificidad, las proteinas
cinasas se clasifican en serina-treonina cinasas (fosforilan residuos de serina o
treonina), tirosinas cinasas (fosforilan residuos de tirosina) y proteinas cinasas con
doble especificidad (pueden fosforilar tanto residuos de treonina y serina como de
tirosina) (Girault, 1994).

2.4.1 Las proteinas tirosinas cinasas.

El dominio catalitico de las tirosinas cinasas generalmente se compone de un
numero inferior a 300 aminoacidos. Presentan en comun entre si, y con el resto de
proteinas cinasas, secuencias homologas en el dominio catalitico que han llevado a
sugerir que todas las cinasas derivan de un Unico gen ancestral (Hanks y Quinn, 1991).
Las proteinas tirosinas cinasas presentan a lo largo de su estructura molecular
dominios SH2 y SH3, los cuales les permiten establecer relaciones con sus sustratos.
Los dominios SH2 tienen afinidad por proteinas que contienen residuos de tirosina
fosforilados, en tanto que los SH3 tienen afinidad por proteinas que poseen secuencias
de amino&cidos ricas en prolina (Girault, 1994).

Un gran numero de tirosinas cinasas, especialmente aquellas que estan
reguladas por segundos mensajeros, poseen un dominio regulador que se une al
dominio catalitico, impidiendo de este modo que algin sustrato pueda acceder a dicho
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dominio. La union del segundo mensajero al dominio regulador modifica la
conformacion de la proteina, lo que ocasiona que el dominio catalitico quede libre y la
proteina se active. Este hecho explica por qué la proteolisis de algunas tirosinas
cinasas provoca su activacion (Bolen, 1993).

En la mayoria de los casos, la fosforilacién del dominio catalitico de las
tirosinas cinasas es un proceso necesario para llevar a cabo su actividad enzimatica. La
fosforilacion de este dominio puede producirse por dos mecanismos: autofosforilacion
0 por mediacion de una proteina cinasa reguladora (Girault, 1994). En otros casos, la
fosforilacion de determinadas regiones del dominio catalitico puede producir la
inhibicién de la actividad enzimética de la proteina; en este caso, la defosforilacion de
este dominio, por activacion de una fosfatasa reguladora, es necesaria para su
activacion (Girault, 1994).

Las tirosinas cinasas se subdividen en dos clases: tirosinas cinasas unidas a
receptores de membrana y tirosinas cinasas citoplasmaticas. El primer grupo es
activado por agentes como la insulina o los factores de crecimiento como el factor de
crecimiento epidermal (EGF) o el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF). La
proteinas del segundo grupo pueden ser activadas ademas por los agonistas de los
receptores acoplados a proteinas G de membrana y por una gran variedad de productos
de los oncogenes (Zachary y cols., 1991).

El primer miembro descrito de la superfamilia de receptores con actividad
tirosina cinasa fue el receptor del EGF. Todos los receptores con actividad tirosina
cinasa intrinseca se autofosforilan en residuos de tirosina en respuesta a su agonista, y
este fendmeno activa el receptor (Hardie, 1991). En los Gltimos afios se han descrito
varios receptores miembros de la mencionada superfamilia. En todos los casos existen
evidencias de que la fosforilacion de proteinas en restos de tirosina estd implicada en
el control del crecimiento celular provocado por estos agentes (Hardie, 1991). La
superfamilia podria dividirse en, al menos, cuatro subfamilias:

1.- Familia del receptor del EGF. El receptor del EGF es capaz de unir tanto el
EGF como el tipo a del factor de crecimiento transformante (TGF-a) (Hardie, 1991).

2.- Familia del receptor del FGF. Estos receptores comparten algunas
homologias con el receptor del EGF, aunque en su porcion extracelular presentan
dominios semejantes a inmunoglobulinas (Dell y Williams, 1992).

3.- Familia del receptor de la insulina. Esta familia comprende tanto el receptor
de la insulina como el del IGF-1 (factor de crecimiento tipo insulina-1). Estos dos
receptores son muy similares, de hecho, ambos péptidos pueden unirse al receptor no
especifico aunque la afinidad por él es menor (Hardie, 1991).

4.- Familia del receptor del factor de crecimiento transformante S (TGFp). Esta



familia estd compuesta por, al menos 5 proteinas especificas que se relacionan con
diferentes acciones del TGF[3 sobre las células (Massagué, 1992).
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Se cree que ambos grupos de tirosinas cinasas, citosolicas y unidas a receptor,
participan en la transduccion de sefiales y tienen un papel muy importante en la
divisién y proliferacion celular (Campbell y cols., 1992). Recientemente también se ha
propuesto la participacion de las tirosinas cinasas en la regulacién de la secrecion
pancredtica exocrina (Duan y cols., 1994). Mé&s adelante profundizaremos en el papel
de las tirosinas cinasas en la secrecion pancreética.

Actualmente hay descritos numerosos procesos en los que participan las
proteinas tirosinas cinasas. Entre los mas estudiados se encuentran los que median la
respuesta a los factores de crecimiento. La union de un factor de crecimiento al
dominio externo del receptor origina, tras un proceso de dimerizacion del mismo en el
caso del PDGF, la autofosforilacion del dominio intracelular, el cual se convierte en
activador de un complejo multimolecular que incluye un gran nimero de proteinas con
actividad enzimatica, entre las que se encuentran la PLCy, la PI3-cinasa y numerosas
proteinas que actian a modo de adaptadores proteicos (Shc, Grb2, etc.) (Schlessinger
y Ullrich, 1992). Las proteinas adaptadoras inician toda una cascada de sefiales:
primeramente se produce la activacion de proteinas de la familia de GTPasas de bajo
peso molecular, Ras. Ras unida a GTP activa a su vez a la proteina cinasa citosolica c-
raf, que fosforila a la proteina MAP cinasa cinasa (0 MEK cinasa), ésta fosforila a las
MAP cinasas y estas a su vez fosforilan a otras proteinas incluyendo la proteina
ribosomal S6 cinasa, la PLA2 citosolica y factores relacionados con la transcripcion
genética (Malarkey y cols., 1995). Ademas de los factores de crecimiento la ruta de las
MAP cinasas puede ser también activada por la ocupacion de receptores acoplados a
proteinas G de membrana, como la vasopresina, la angiotensina o la CCK (Duan y
Williams, 1994). Duan y cols. (1995) demostraron que la CCK, asi como la activacion
de la PKC, producen la activacion tanto de Ras como de las MEK cinasas en acinos
pancreticos de rata . Recientemente se ha observado que los receptores muscarinicos
M1 y M2, cuya activacion tiene ciertos efectos tréficos, estan relacionados con la
activacion de las MAP cinasas (Gutkind y cols., 1997). Se ha identificado una nueva
familia de tirosinas cinasas, intimamente relacionadas con las MAP cinasas, que
participan en los procesos de crecimiento y proliferacion celular. Estas cinasas se han
identificado en virtud de su capacidad para fosforilar el extremo amino terminal del
factor c-Jun, por lo que se las ha denominado c-Jun amino-terminal cinasas (JNK)
(Hibi y cols., 1993). Se han identificado dos formas con masas moleculares de 46 y 55
KDa, las cuales son fosforiladas, al igual que las MAP cinasas, en residuos de treonina
y tirosina (Kyriakis y cols., 1994). Al igual que las MAP cinasas, las JNK cinasas
pueden ser activadas por secretagogos clasicos como la CCK (Dabroswsky y cols.,
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1996) o el carbacol a través de la activacién de receptores muscarinicos M1
expresados en células NIH 3T3 (Coso y cols., 1995).

Las tirosinas cinasas también participan en los mecanismos iniciados tras la
ocupacidn del receptor de la hormona del crecimiento (GH). Cuando la GH se une a su
receptor, éste interacciona con una tirosina cinasa citoplasmatica llamada tirosina
cinasa asociada al receptor de la GH (JAK2) (Argetsinger y cols., 1993). Esta tirosina
cinasa produce la activacion de diferentes proteinas intracelulares, entre las que se
encuentran la PLC, la PI3 cinasa y la cascada de las MAP cinasas descrita
anteriormente (Carter-Su y cols., 1996).

Otra familia de tirosinas cinasas son las proteinas de la familia Src. Entre los
miembros de esta familia se encuentran la p60src, proteina que estd intimamente
relacionada con las placas de adhesion focal y con la FAK y que se sobreexpresa en
células transformadas por el virus del Sarcoma de Rous (v-Src) (Kanner y cols.,
1990); la p59fyn y la p56ick. En linfocitos T y B las Src cinasas p59fyn y p56ick
estimulan la fosforilacion de residuos de tirosina de otras tirosinas cinasas como la
p70zap y p72syk que desencadenan la fosforilacion de un gran nimero de proteinas
(Taniguchi y cols., 1991).

Esta bien descrito que los procesos de crecimiento y divisién celular implican
cambios en la estructura del citoesqueleto (Malarkey y cols., 1995). El inicio de los
mecanismos proliferativos fisioldgicos esté relacionado con las interacciones entre la
célula y la matriz extracelular y con las células vecinas y con cambios en la
morfologia celular. Estos cambios dan lugar a la fosforilacion de una serie de
proteinas relacionadas con el citoesqueleto. Entre estas se encuentra una proteina
asociada a las placas de adhesion focal y aislada inicialmente en 1990 por Parson,
quien la denomind cinasa de adhesion focal (p125FAK). EI nombre se debe a su peso
molecular y a su asociacion con estas placas (Malarkey y cols., 1995).

2.4.2 Factores de crecimiento.

Numerosos estudios han demostrado que la activacion de receptores acoplados
a proteinas G de membrana, los cuales carecen de actividad tirosina cinasa intrinseca,
da lugar a un incremento en la fosforilacion de residuos de tirosina de un gran nimero
de proteinas intracelulares (Lutz y cols., 1993; Zachary y cols., 1993; Duan y cols.,
1994; Rozengurt., 1995). La cascada de fosforilacién de proteinas en residuos de
tirosina posiblemente es una ruta intracelular de transduccién de sefiales que juega un
papel muy importante en diferentes procesos celulares, entre los que se incluyen el
crecimiento, la motilidad y la morfologia celular (Shattil y cols., 1994; Rozengurt.,
1995).
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La regulacion de la proliferacion y el balance entre los procesos de proliferacion
celular, diferenciacion y muerte celular se mantiene a través de una compleja
interaccion de muy diversos factores. Estos incluyen nutrientes , hormonas y
productos de las secreciones del tracto gastrointestinal. Observaciones realizadas
durante los pasados 20 afios han demostrado la vital importancia de péptidos
reguladores, denominados factores de crecimiento, en estos procesos (Lund y cols.,
1990).

La identificacion y caracterizacion de numerosos factores de crecimiento ha
conducido al reconocimiento de una red de factores interrelacionados dentro de los
tejidos del tracto gastrointestinal. Podemos decir que las investigaciones llevadas a
cabo sobre estos factores de crecimiento han conducido a las siguientes conclusiones:
Primero, cada factor de crecimiento puede ser producido por maltiples tipos celulares
en el tracto gastrointestinal. Segundo, cada tipo celular puede producir més de un tipo
de estas moléculas. Tercero, cada poblacion de células tiene receptores especificos
para mas de uno de estos péptidos y, a la inversa, se pueden encontrar receptores para
un factor de crecimiento en diferentes tipos celulares. Cuarto, varios receptores para
un Unico factor de crecimiento o para una familia de factores de crecimiento pueden
encontrarse en una sola célula. Quinto, el efecto de un factor de crecimiento en una
célula puede estar determinado por la presencia de otro de estos péptidos en la misma.
Sexto, diferentes factores de crecimiento de una misma familia pueden unirse a un
mismo receptor. Séptimo, un factor de crecimiento puede modular su propia expresion
genética asi como la de otros factores, y sus receptores en sus células diana. Octavo,
diferentes factores de crecimiento pueden ejercer el mismo efecto en algunas células y
ejercer efectos dispares en otras poblaciones celulares.

Como vemos estas proteinas se expresan en muy diversos tejidos, indicando su
importancia en la regulacion de la proliferacion y la diferenciacion celular. Esta
amplia distribucion y espectro de accion sugiere que las respuestas celulares a la
integridad funcional de las poblaciones celulares dentro del tracto gastrointestinal
derivan de la respuesta de una célula especifica mas que de un Unico factor (Podolsky,
1994).

24.2.1 Mecanismo de accioén.

Todos los factores de crecimiento modulan la proliferacion celular mediante su
union a receptores especificos. Estos receptores son proteinas transmembranales que
contienen dominios de union especificos en su region extracelular aminoterminal. Sin
embargo, en aquellas células en las que se expresa tanto el receptor como su factor de
crecimiento especifico, la interaccion entre éste y el receptor puede ocurrir dentro de
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la misma célula, sin necesidad de que el factor se secrete al medio extracelular. Esto es
lo que sucede con el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) no secretado
que se une a vesiculas intracelulares en algunas lineas de fibroblastos (Heldin, 1992).

Los receptores de los factores de crecimiento incluyen un amplio espectro de
proteinas estructuralmente distintas. Muchos de ellos estan formados por una cadena
polipeptidica que contiene una regién de transmembrana. Otros receptores estan
constituidos por dos heterodimeros en los que una de las subunidades contiene el
dominio transmembrana y la otra es enteramente intracelular pero estd unida
covalentemente mediante puentes disulfuro a la region transmembranal. EI dominio
extracelular de muchos de los receptores contiene residuos de cisteina que se
distribuyen espacialmente de tal forma que favorecen la formacion de puentes
disulfuro entre las cadenas para formar la estructura tridimensional del receptor
(Podolsky, 1994).

Después de la union del factor a su receptor especifico la respuesta celular
resultante va a depender del tipo de cascada intracelular de sefiales que ocurra. Las
distintas familias de receptores de los factores de crecimiento se diferencian entre si
por su acoplamiento con diferentes mecanismos de sefiales intracelulares que siguen al
proceso de unién al receptor (Nishizuka, 1992). La mayoria de los receptores de los
factores de crecimiento poseen actividad tirosina cinasa intrinseca en sus dominios
intracelulares. Pueden dividirse en aquellos en los que el dominio tirosina cinasa esta
separado en dos y aquellos en los que el dominio tirosina cinasa permanece intacto
(YYarden y Ullrich, 1988). Otros receptores que utilizan la fosforilacion de tirosinas
como sefal intracelular carecen de actividad tirosina cinasa intrinseca, pero estan
asociados con los denominados “nonreceptor tirosina cinasa” que pertenecen a la
familia de las c-src proteinas presentes en la superficie intracelular de la membrana
(Hanks y cols., 1988).

Los substratos de la actividad tirosina cinasa de los receptores de los factores de
crecimiento no estan claros adn. Parece ser que son un gran nimero de proteinas
celulares, incluyendo otras fosfocinasas, en las cuales la fosforilacion sirve para
modular su actividad. Generalmente, cada receptor con actividad tirosina cinasa es
capaz de autofosforilarse en un residuo de tirosina clave que se encuentra en su
dominio intracelular. Esta autofosforilacion conlleva la atenuacion de la actividad
cinasa del receptor, por lo tanto se convierte en un mecanismo eficaz de
autorregulacion (McCune y cols., 1990). El residuo de tirosina que se fosforila
también puede ser fosforilado por proteinas cinasa intracelulares adicionales,
incluyendo las c-src cinasa (Okada y cols., 1991). Ademas la modulacién de la
actividad cinasa del receptor puede ser llevada a cabo por la fosforilacion en residuos
de serina o treonina mediante fosfocinasas intracelulares. Asi, el dominio carboxilo



terminal intracelular de muchos receptores de los factores de crecimiento estan sujetos
a la fosforilacion en maltiples residuos de serina y treonina (Podolsky, 1994).
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Como ya dijimos anteriormente, los receptores de los factores de crecimiento
pueden acoplarse a alguna de las vias de sefalizacion intracelular existentes
(Nishizuka, 1992). Estas vias intracelulares estan generalmente interrelacionadas, v,
por tanto, la activacion de un receptor puede modular a mas de una de ellas. Estos
mensajeros intracelulares que pueden ser activados por los receptores de los factores
de crecimiento son el AMPc, GMPc, los productos de la via de la fosfolipasa C,
principalmente diacilglicerol y fosfoinositoles, conectados con el calcio intracelular, y
los productos de la proteina cinasa C. Estos sistemas de sefializacion tan entrelazados
pueden modular virtualmente cualquier funcion celular en respuesta a la activacion de
los receptores de los factores de crecimiento (Podolsky, 1994)

Como ya se ha visto con anterioridad, 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). Estos polipéptidos pueden clasificarse, en funcién de homologias
estructurales en varias familias. Entre ellas cabe destacar la familia del factor de
crecimiento epidermal (EGF), la familia del factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF), la familia del factor de crecimiento transformante 3 (TGFB) y la familia del
denominado “insuline-like growth factor” (IGF). Ademéas de compartir caracteristicas
funcionales, los miembros de una misma pueden también compartir los receptores, de
tal forma que, funcionalmente, son parcial o totalmente intercambiables (Podolsky,
1994).

Ademas de estas familias hay un pequefio nimero de factores de crecimiento,
aparentemente sin similitudes estructurales con otros factores, que también han sido
identificados en el tracto gastrointestinal. Entre ellos se incluyen el factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF) (Podolsky, 1994).

2.4.2.2 Familiaa del factor de crecimiento
epidermal (EGF).

El EGF es el miembro principal de esta familia que comprende al menos siete
polipéptidos diferentes de los que se han encontrado cuatro en el tracto
gastrointestinal. EI EGF fue aislado inicialmente por Cohen en 1962 a partir de
glandula submaxilar de raton. Posteriormente, en 1972 Savage y cols. demostraron
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que este factor esta formado por una cadena de 53 aminoacidos. Asimismo se observo
que este péptido es el mismo que la urogastrona, un factor presente en extractos de
orina y que podia inhibir la secrecidn é&cida gastrica (Gregory, 1975).

Ademas del EGF, esta familia incluye al factor de crecimiento transformante o
(TGFa), la anfiregulina y factores de crecimiento que ligan heparina (HB-EGF).
Todas estas moléculas estan definidas por tres caracteristicas fundamentales: (1) la
posibilidad de unirse al receptor del EGF; (2) la capacidad para imitar los efectos
biolégicos del EGF, sobre todo los relacionados con su actividad mitogénica; y (3) la
presencia dentro de su estructura primaria de seis residuos de cisteina importantes para
su funcion (Podolsky, 1994).

Todos los miembros de la familia del EGF se expresan primeramente como
precursores. Asi, el EGF se forma inicialmente como un prepro-EGF que es una
proteina de 1200 residuos y que contiene multiples unidades de EGF que pueden ser
sucesivamente liberadas para producir el factor activo (Carpenter y Cohen, 1990).

Receptores y mecanismos de accién

Los miembros de la familia del EGF actdan como agentes mitdgenos a través de
la estimulacion de receptores especificos que se encuentran en la superficie celular
(Carpenter y Wahl, 1991). El primer receptor identificado mediante estudios de
“binding” fue el receptor del EGF (EGFR). Sin embargo, posteriormente se han
identificado varios receptores mas con caracteristicas estructurales similares y que
pueden unir uno o varios de los miembros de la familia del EGF (Plowman y cols.,
1990). ElI EGFR esta constituido por una cadena proteica glicosilada de 1186
aminoacidos, que se ha mantenido relativamente conservada a lo largo de la
evolucion. Contiene un Gnico dominio de transmembrana que separa la region de
union extracelular del dominio citoplasméatico que contiene una tirosina cinasa
regulada por EGF. La region carboxilo terminal del EGFR contiene 4 residuos de
tirosina que se autofosforilan conllevando la autorregulacion a través de la inhibicion
de la actividad del EGFR (McCune y cols., 1990). Adicionalmente hay residuos de
serina y treonina que son fosforilados por cinasas no unidas a receptor, entre ellas
algunos miembros de la familia de la src (Hanks y cols., 1988).

La union del factor a su receptor provoca cambios rapidos en las caracteristicas
enzimaticas de la actividad tirosina cinasa del receptor, de manera que disminuye la
Km y aumenta la Vm de la fosforilacion. EI mecanismo basico de modulacién de la
actividad tirosina cinasa intracelular es poco conocido, sin embargo, se sabe que la
unién del factor al receptor conduce a la dimerizacion del mismo (Countaway y cols.,
1992).
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Aunque se conoce que el EGFR fosforila humerosas proteinas in vitro, la
naturaleza de sus substratos end6genos no esta clara. Existe un amplio conjunto de
proteinas que pueden ser fosforiladas por el EGFR (Carpenter y Wahl, 1991). Asi
podemos incluir a la proteina ribosomal S6 cinasa. Otras serinas cinasas reguladoras
también son fosforiladas por el EGFR para disparar una cascada de fosforilacion, por
ejemplo, la cinasa dependiente de Ca2+-calmodulina y la MAP cinasa. Esta Gltima
puede inducir cambios en la arquitectura celular junto con la fosforilacion de otras
proteinas estructurales. Adicionalmente, otras moléculas reguladoras, incluyendo ras y
proteinas de transcripcién de protooncogenes son fosforiladas cuando el factor se une
al receptor. La fosforilacion de estas ultimas podria servir para promover la
translocacion al nucleo y la transcripcion de genes necesarios para la proliferacién
celular (Podolsky, 1994). Uno de los substratos que primero se fosforila por la
activacion de EGFR es la licocortina | (también llamada calpactina I1). Esta proteina
controla la generacion de mediadores de la via intracelular de las fosfoinositoles y la
produccién de varios de los productos del metabolismo del acido araquiddnico, asi,
esta proteina inhibe la fosfolipasa A2 y la produccion de araquidonato (Mitchell,
1987). La implicacidn en la via intracelular de los fosfoinositoles estad mediada por la
fosforilacion de la fosfolipasa C, que es la enzima responsable de la hidrdlisis del
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato para generar IP3 y diacilglicerol, el cual estimula un
incremento en el Ca2+ intracelular y en la proteina cinasa C. Estas observaciones
ponen de manifiesto la intima relacion entre las principales vias intracelulares y su
activacion interconectada en respuesta al estimulo de un unico factor de crecimiento
(Podolsky, 1994).

Por dltimo, las respuestas celulares a la estimulacion por factores de
crecimiento estan mediadas a través de la modulacion de la transcripcion de genes en
el ndcleo. Asi se ha confirmado la modificacion del ratio de transcripcion de muchos
genes en respuesta a la union de alguno de estos factores con el EGFR. Entre estos
genes se incluyen algunos relacionados con respuestas mitogénicas asi como otros no
relacionados con el crecimiento. Entre estos ultimos se incluyen el gen de la gastrina
en células antrales G y el gen de la H+/K+-ATPasa en las células parietales gastricas,
que podria tener influencia en la capacidad de los péptidos de la familia del EGF para
inhibir la secrecion acida gastrica (Zandomeneghi y cols., 1991). Ademas, los factores
de la familia del EGF también pueden influir en la transcripcion de genes de
elementos controlados por la via de la proteina cinasa C (Podolsky, 1994).

La actividad mitogénica del EGF y sus péptidos relacionados esta mediada por
la regulacion de la expresion de genes relacionados con el crecimiento. Estos genes
incluyen tanto algunos gque controlan la proliferacion celular o que la inducen y genes
que son regulados por el estado de proliferacion. Estos ultimos incluyen genes que
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codifican enzimas glicoliticas, constituyentes de la matriz extracelular, activador del
plasmindgeno, etc. (McDonnell y cols., 1990). El incremento en la expresion de estas
proteinas se observa tras varias horas después de la exposicion. La induccién de genes
necesarios para la proliferacion celular por el EGF se produce rdpidamente y
probablemente utiliza tanto la via del AMPc como la de la proteina cinasa C. Estos
genes incluyen varios factores de transcripcion, llamados genes de expresion répida,
entre los que destacan c-jun y c-fos (McDonnell y cols., 1990).

Factor de Crecimiento Epidermal (EGF).

Como ya se vio anteriormente el EGF fue el primer péptido de esta familia en
ser identificado. Esta constituido por una cadena polipeptidica de 53 aminoacidos que
se libera por proteolisis desde su precursor (Carpenter y Cohen, 1990). Se ha
comprobado que el EGF se encuentra en las glandulas submaxilares, en las glandulas
de Brunner del duodeno, en la leche y también aparecen pequefias cantidades en el
pancreas exocrino (Konturek y cols., 1989). En las glandulas salivales y en el pancreas
el EGF se almacena dentro de granulos de las células tubulares o ductulares y desde
ahi se secreta a la saliva o al jugo pancreatico donde puede alcanzar concentraciones
de 16.8 ng/ml y 2.5 ng/ml respectivamente. Esta secrecion exocrina provoca una
elevada concentracion de EGF en el lumen de la mayor parte del tracto gastrointestinal
de muchos mamiferos adultos (Kong y cols., 1992). Esta presencia de concentraciones
significativas de EGF en el lumen del tracto gastrointestinal sugiere que este factor
podria ejercer su efecto trofico mediante la interaccion con la superficie de la mucosa
(Reeves y cols., 1991). Ademas, este fendbmeno puede ser importante durante el
periodo postnatal, ya que se han encontrado grandes cantidades de EGF tanto en la
leche como en el calostro (hasta 600 ng/ml y 850 ng/ml, respectivamente) (Schaudies
y cols., 1990).

Su principal funcion biologica es la actividad mitogénica en general,
estimulando la proliferaciéon y la diferenciacion celular debido a que estimula la
sintesis de DNA.

En el tracto gastrointestinal sus efectos bioldgicos se pueden resumir como
sigue:

1.- En el estdbmago: disminuye la secrecion acida gastrica (Konturek y cols.,
1990); aumenta la proliferacion celular (Rutten y cols., 1991); promueve la
cicatrizacion y la prevencién de Ulceras gastricas (Okita y cols., 1991).

2.- En el intestino: aumenta la proliferacién celular (Challacombe y Wheeler,
1991); estimula la produccion de disacaridasas (Goodlad y col., 1991); incrementa la
maduracion del intestino en fase postnatal (Berseth, 1987), y favorece el crecimiento
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En resumen, todas estas evidencias sugieren tanto un papel tr6fico como un
efecto modificador de la capacidad funcional de la mucosa del tracto gastrointestinal
del EGF (Ulshen y cols., 1986). Ademas, hay evidencias que sugieren, aungque no
prueban concluyentemente, un papel central del EGF en la maduracion postparto de la
mucosa del tracto gastrointestinal. Sin embargo, el modo de accién (autocrino,
paracrino o yuxtacrino), ain no ha sido definido. Es probable que el EGF actue en la
superficie apical para regular la integridad de la mucosa desde el lumen (Podolsky,
1994).

Factor de crecimiento transformante a (TGFa).

El TGFa es un polipéptido de 50 aminoécidos que se produce inicialmente
como un preproTGFa de 160 aminodcidos (Lee y cols., 1985). Desde que se aisld en
1976 de lineas celulares transformadas (Todaro y De Larco, 1976), se ha identificado
como producto de multiples tipos celulares. De esta manera, el TGFa y su mRNA se
han encontrado en estdbmago, intestino y epitelio del colon. También se han detectado
bajas concentraciones en el pancreas y en el higado (Thomas y cols., 1992).

El TGFa actla a través del mismo receptor que el EGF, por tanto, es razonable
pensar que los efectos bioldgicos del EGF puedan también ser reproducidos por el
TGFa. Se ha demostrado que el TGFa estimula la proliferacién de las mucosas
gastrica, intestinal y del colon. Ademas se ha descrito la implicacion del TGFa en el
crecimiento del pancreas exocrino y en el crecimiento neoplasico de determinadas
partes del tracto gastrointestinal (Podolsky, 1994). En el estdbmago el TGFa estimula
la proliferacion e inhibe la secrecion acida géstrica. Incluso el TGFa protege a la
mucosa gastrica de las lesiones producidas por etanol y aspirina (Romano y cols.,
1992).

Se ha demostrado un posible papel del TGFa en la estimulacion del crecimiento
neoplésico en diferentes partes del tracto gastrointestinal (Huang y cols., 1992). Asi,
se ha descrito que existe sobreexpresion de los niveles de TGFa en lineas celulares
derivadas de cancer de pancreas y también en tejidos pancreéaticos cancerosos (Korc y
cols., 1991; 1992).
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2.4.2.3 Familiaa del factor de crecimiento
transformante B (TGFp).

Esta familia esta’ constituida por un elevado nimero de miembros entre los que
se incluyen tres péptidos encontrados en tejidos de mamiferos ('y que son el TGF(1,
TGFB2 y TGFB3), dos péptidos adicionales encontrados en tejidos de aves y anfibios
(TGFB4 y 5), y otros péptidos relacionados con las funciones reproductoras (activinas
e inhibinas), con el desarrollo del sistema reproductor (sustancia inhibidora
Mdlleriana) y con la morfogénesis tanto de vertebrados como de invertebrados
(Massagué, 1990). Todos estos péptidos parecen tener funciones reguladoras de muy
diversos procesos biologicos. Entre ellos se incluyen: 1) la modulacién de la actividad
proliferativa de la mayoria de las poblaciones celulares estudiadas; 2) la diferenciacion
celular; 3) el desarrollo embriolégico de muchos tejidos; y 4) la formacion de matriz
extracelular (Massague, 1990).

Los péptidos de la familia del TGF[3 ejercen sus funciones a través de la union a
diversos receptores. Al contrario que los receptores de la familia del EGF, los TGF[3s
se unen a muy diversas proteinas de la superficie celular que utilizan un elevado rango
de mecanismos de sefializacion intracelular (Cheifetz y cols., 1987).

Las caracteristicas estructurales de los miembros de esta familia las vamos a ver
estudiando al péptido prototipo de la misma, el TGFB1l. Este factor se aisld
inicialmente de plaquetas como un dimero de 25.000 daltons compuesto por dos
subunidades de 12.500 dalton unidas por puentes disulfuro. Su ADN codifica un gran
polipéptido de 391 aminoé&cidos, de los que los 112 residuos que forman el TGF(1
bioldgicamente activo se encuentran en el extremo C-terminal del propéptido. Ademas
existe una secuencia de 4 aminoécidos basicos que sirve de sitio de corte proteolitico
para liberar el mondmero y que se encuentra inmediatamente antes que el dominio
activo. Todos los miembros de esta superfamilia comparten esta estructura (Podolsky,
1994).

Los factores de esta familia se agrupan en cuatro subfamilias dependiendo de
sus similitudes estructurales y funcionales. Asi, tenemos la subfamilia del TGFp3, la
subfamilia de la inhibina, la subfamilia de la proteina decapentaplégica y la familia de
la sustancia inhibidora Miilleriana. Los TGFfs individuales estan muy conservados
genéticamente entre especies y ademas, la estructura genémica entre los diferentes
miembros de una familia se encuentra igualmente conservada, lo que sugiere que los
diversos genes que codifican estos factores proceden de la duplicacion de un Unico
gen ancestral (Podolsky, 1994).
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Se ha demostrado que el TGFf1 se une al menos a 5 moléculas especificas de la
superficie celular denominadas como tipos I-V (Massague, 1992). Tipicamente, cada
célula puede expresar mas de uno de estos receptores simultaneamente, y ademas,
varios de los miembros de la familia pueden unirse al mismo tipo de receptor, aunque
con diferente afinidad (Wakefield y cols., 1987). Los receptores tipo | y 1l se han
identificado por purificacion molecular y por clonacion como dos diferentes
glicoproteinas de 53 y 100 kD, respectivamente. Estan presentes en relativamente
poca cantidad en casi todas las células de aves y mamiferos (aproximadamente 4000
receptores por célula) (Massagué, 1992).

Los receptores tipo 1 'y Il posiblemente son los Gnicos responsables de provocar
alteraciones en la proliferacion celular y/o en las caracteristicas funcionales (Laiho y
cols., 1989). El receptor tipo Il, que contiene un dominio transmembrana, posee
actividad serina/treonina cinasa en su dominio citosolico que es capaz de
autofosforilarse. Parece ser que el receptor tipo Il es especialmente importante en la
mediacion de la inhibicion de la proliferacion celular (Geiser y cols., 1992). Con esta
Unica excepcién, ninguna de la vias conocidas de sefializacion intracelular estan
directamente unidas a la accién del TGF(. Sin embargo, estudios recientes sugieren
que los receptores tipo | y Il trabajan de forma cooperativa: la union de un factor al
receptor tipo | facilita la activacion de la asociacion con el tipo Il (Segarini y cols.,
1992).

La estructura del receptor de tipo Ill es diferente a la de los anteriores. Es un
proteoglicano de membrana muy escaso en la célula. Este receptor es estructuralmente
muy similar al receptor del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF). Es posible que
el receptor tipo Il no sea por si mismo el responsable de las respuestas celulares al
TGFp, pero podria actuar como un pseudoreceptor secuestrando el TGF(3 de los
receptores que generan las sefiales intracelulares (Wang y cols., 1991).

El receptor tipo 1V, una proteina de 60.000 kD, ha sido Unicamente identificada
en células pituitarias. El tipo V se ha encontrado en higado bovino y es una
glicoproteina de 400 kD. El papel de ambos receptores en la sefializacion intracelular
es muy poco conocido. Por tanto, podemos decir que la mayoria de las actividades
bioldgicas de las proteinas de la familia del TGF[3 pueden ser atribuidas a los
receptores de los tipos 1y 1l (Podolsky, 1994).

Existe muy poca informacion acerca de las vias de sefializacion intracelular
utilizadas por los TGFBs. La presencia de actividad serina/treonina cinasa intrinseca
en el receptor de tipo Il apoya la idea de que esta actividad pueda servir como un
disparador inicial de la cascada de sefiales. La induccién de la expresion de c-sis en
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algunos fibroblastos puede ser inhibida tanto por un incremento en la acumulacion de
AMPc como por la toxina pertusis, indicando por tanto la participacion de proteinas G
en esta respuesta celular al TGF3 (Ohtsuki y Massagué, 1992). En algunas células, la
modulacion del crecimiento por TGF( se acompafia por un incremento en el
movimiento de fosfoinositoles, mientras que en otras células no se producen cambios
ni en el movimiento de inositoles, ni en el calcio intracelular, ni en el pH, ni en la
actividad de la proteina cinasa C ni en la fosforilacion de proteinas, en respuesta al
tratamiento con TGF (Howe vy cols., 1989). Ademas, el TGF( ejerce la mayoria de
sus efectos bioldgicos mediante la modulacion de la expresidn de una gran variedad de
genes. Muchos de estos genes cuya expresion es regulada por el TGF(3 son por si
mismos factores reguladores de la transcripcion (c-jun, fos, myc, etc), por tanto el
TGF[ puede indirectamente causar amplios cambios en la expresion de muchos genes
(Liy cols., 1990).

Efectos biolégicos del TGFS.

Los distintos miembros de la familia del TGF3 poseen un amplio rango de
efectos biologicos tanto in vivo como in vitro. EI TGF fue inicialmente identificado
por su capacidad para modular el crecimiento y la proliferacién celular. Aunque
inicialmente se describid su capacidad para estimular la proliferacion en fibroblastos
no transformados, actualmente se sabe que el TGF inhibe la proliferacion de todas
las poblaciones de células epiteliales estudiadas (Barnard y cols., 1990). EI TGF(
anula los efectos de mitogenos como el EGF (Massagué, 1985). Posiblemente la
inhibicién de la proliferacion que ejerce el TGF[3 se deba a que prolonga la fase G1
del ciclo celular (Podolsky, 1994).

El TGFB también modula la expresion de diversos constituyentes de la matriz
extracelular en una gran variedad de tipos celulares. Los cambios en la composicién
de la matriz celular y de los receptores celulares que interaccionan con los
componentes de la matriz extracelular conduce a alteraciones en la adhesién celular y
consecuentemente provoca alteraciones en los procesos de migracion celular. Estos
procesos juegan un papel fundamental en el desarrollo de los tejidos durante las fases
embriol6gica y fetal y también intervienen en la reparacion de los tejidos y en muchos
aspectos del crecimiento tumoral y de la diseminaciéon de esos tumores (Chiquet-
Ehrismann y cols., 1989).

Adicionalmente a estos efectos en la proliferacion celular y en la matriz
extracelular, se ha encontrado que el TGF[ altera las propiedades funcionales de
muchas poblaciones celulares, entre ellas las del sistema inmune. Asi, el TGFf inhibe
la proliferacion tanto de linfocitos By T (Cross y Cambier, 1990).



En el tracto gastrointestinal se han encontrado las tres principales isoformas del
TGFp tanto en el intestino adulto como en el fetal. En el animal adulto el TGF( se ha
detectado en todos los tejidos del tracto gastrointestinal y en los 6rganos accesorios.
Existe poca informacion disponible acerca de los efectos del TGF en el estomago y
en el pancreas. EI TGFB1 se ha demostrado que inhibe el crecimiento de las células
acinares pancreaticas y presumiblemente tiene el mismo efecto sobre el epitelio
gastrico (Logsdon y cols, 1992). Haciendo un pequefio resumen podemos enumerar
los efectos bioldgicos del TGF[ sobre las distintas partes del tracto gastrointestinal:
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a) Sobre el estomago: disminuye la proliferacion celular (Logsdon y cols.,
1992).

b) Sobre el intestino: Disminuye la proliferacion del epitelio (Suemori y cols.,
1991); aumenta la formacion de matriz extracelular y la produccion de colageno
(Graham y cols., 1990); aumenta la quimiotaxis de los neutrofilos, disminuye la
activacion de los macrdfagos y disminuye la actividad de los linfocitos NK (natural
killer) (Podolsky, 1994).

24.2.4 Familia del factor de crecimiento similar
a la insulina (IGF).

Esta familia engloba a tres péptidos que interaccionan de una manera solapada
con una compleja variedad de receptores de la superficie celular (Rechler y Nissley,
1991). Los tres miembros de esta familia, la insulina, el factor de crecimiento similar a
la insulina I 'y el Il (IGF | e IGF Il, respectivamente), son codificados por tres genes
contiguos. La insulina fue el primero en ser identificado mediante la purificacion de
islotes pancreaticos y como sabemos regula la glucosa sanguinea y el metabolismo.
Por el contrario, los IGFs se identificaron primeramente como somatomedinas, es
decir, proteinas producidas en el higado en respuesta la hormona del crecimiento y que
mediaban los efectos de la hormona en los drganos diana. Recientemente, se han
encontrado estos factores en diversos tejidos, incluyendo el tracto gastrointestinal,
donde poseen actividad intrinseca (Podolsky, 1994).

Los factores IGF I y 1l son homdlogos estructurales del precursor de la insulina,
la proinsulina. Cada uno esta compuesto por una cadena polipeptidica simple. Los
IGFs maduros se encuentran en el extremo aminoterminal del precursor y poseen 70 y
67 amino&cidos respectivamente. Estos IGFs tienen una secuencia muy parecida entre
en especies distintas. Los diferentes precursores pueden tener actividad biol6gica
aungue mucho menos potente que la de los factores maduros (Podolsky, 1994).
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Receptores y mecanismos de accion.

Los IGFs median sus efectos bioldgicos a través de la interaccion con al menos
tres receptores de la superficie celular. Esto receptores poseen relativa afinidad por la
insulina y los IGFs. El receptor de la insulina y el receptor del IGF | poseen una
porcion intracelular con actividad tirosina cinasa. Probablemente esta sea la Ilave para
el desencadenamiento de las sefiales intracelulares, que implicarian la fosforilacion de
proteinas incluyendo la autofosforilacién del receptor. Sin embargo, al menos algunas
respuestas celulares parecen estar asociadas con un incremento en los niveles de
diacilglicerol, que podria estimular a la proteina cinasa C, indicando la participacién
de la fosfolipasa C en algunas respuestas mediadas por IGF | (Okamoto y cols., 1991).
La comparacion de las curvas dosis-respuesta del IGF | e IGF Il in vitro, indican que
se requieren mayores concentraciones de IGF Il para alcanzar la misma respuesta que
la observada para las concentraciones de IGF I que se han ensayado, de manera que la
potencia del IGF | es mayor que la del IGF 1l e incluso que la de la insulina (Podolsky,
1994).

Al contrario que el receptor del IGF 1, el receptor del IGF Il no posee dominio
con actividad tirosina cinasa. Okamoto y cols. en 1991 demostraron que el receptor
del IGF Il esta acoplado a canales de calcio a través de proteinas G, y que el IGF Il
estimula la entrada de calcio.

Efectos biol6égicos de los IGFs.

En términos generales, los IGFs poseen tanto propiedades mitogénicas como
morfogenicas. Estas propiedades se deben a la accion de los IGFs sobre una gran
variedad de actividades celulares. EI IGF Il parece jugar un papel dominante durante
el desarrollo fetal. Asi, un buen numero de investigaciones han demostrado la
presencia de elevadas cantidades de IGF Il en los tejidos del tracto gastrointestinal
durante el desarrollo fetal tanto de humanos como de roedores (Soares y cols., 1985),
lo que sugiere que el IGF Il facilita el crecimiento y desarrollo del tracto
gastrointestinal. Sin embargo el papel de los IGFs en el tracto gastrointestinal maduro
no esta muy claro. Es probable que estos factores participen en la modulacion de su
crecimiento y diferenciacion. Se han encontrado cantidades similares de IGFs en el
estdmago, intestino delgado, ciego y colon. Igualmente se han encontrado receptores
de los IGFs en hepatocitos (Podolsky, 1994).

Los efectos troficos del IGF | en el intestino se han ensayado directamente
mediante la infusién del factor en el ileon de roedores. Los resultados indican que el
IGF | estimula la proliferacion celular. Ademas, la continua infusion de IGF | conduce
a un incremento en el peso de la mucosa intestinal y en otros pardmetros del



crecimiento (Olanrewaju y cols., 1992). De forma similar, el IGF | produce
significativos incrementos en el peso de todos los 6rganos del sistema gastrointesinal.
También se han demostrado efectos regenerativos en el pancreas de rata (Podolsky,
1994).

Recientes observaciones sugieren que la regulacion autocrina del crecimiento
por el IGF I y Il puede contribuir a la proliferacion de carcinomas de colon en
humanos y de otros tipos de tumores, asociados todos ellos a hipoglucemia
(Daughada, 1990). Otro efecto demostrado para el IGF es que inhibe la secrecion
acida géstrica estimulada por pentagastrina (Mulholland y Debas, 1988).
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2425 Familia del factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF).

Esta familia incluye al menos siete péptidos diferentes. Entre ellos se
encuentran los dos factores tipicos de esta familia, los factores acido y bésico (aFGF y
bFGF, respectivamente). Estos dos miembros comparten una similitud estructural de
mas del 50%. El bFGF estd formado por una cadena de 146 aminodcidos y posee un
peso molecular de 16,5 kD; el aFGF esté constituido por 140 aminoacidos y posee un
peso molecular de 15,5 kD (Podolsky, 1994).

Estos dos factores son los mas estudiados de la familia, y se ha comprobado que
pueden actuar como mitdgenos, principalmente en poblaciones celulares derivadas de
tejido mesodérmico, y también poseen propiedades neurotréficas y angiogénicas.
Adicionalmente, todos los miembros de esta familia comparten la capacidad para
unirse a la heparina o a otros proteoglicanos. In vivo, los proteoglicanos son proteinas
de union que parece ser que regulan el acceso de los FGFs a sus receptores de la
superficie celular (Podolsky, 1994).

Los FGFs poseen un amplio espectro de actividades bioldgicas. Ellos fueron
reconocidos inicialmente por sus potentes efectos mitogénicos en fibroblastos y
células endoteliales. Pero también se han demostrado estos mismos efectos
mitogénicos en muchos otros tipos celulares, incluyendo células mesenquimaticas,
neurales y epiteliales (Podolsky, 1994). Ademas de estos efectos mitogénicos, los
FGFs ejercen un amplio espectro de efectos funcionales. Asi, estos factores pueden
jugar un papel fundamental tanto en la angiogénesis normal como en la patoldgica:
estos péptidos son los méas potentes factores en la induccion de la formacion de nuevos
vasos sanguineos a través de la estimulacion de la proliferacion endotelial y de su
reorganizacion. Asi, estos factores favorecen la migracion de las células endoteliales,
la produccién de colagenasa y activador de plasmindgeno y la produccion de nuevos
constituyentes de la matriz extracelular (Flaumenhaft y cols., 1992). Esta induccion de
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Nnuevos vasos es una parte importante de la respuesta normal a los dafios en los tejidos,
pero también constituye un mecanismo fundamental en muchos procesos patolégicos,
incluyendo la formacion de tumores y la metéstasis. También parece ser que estos
factores intervienen en los procesos de formacién del mesodermo durante los estadios
tempranos del desarrollo embrionario. La capacidad de los FGFs, especialmente del
bFGF, para inducir la formacion del mesodermo es paralela a su capacidad para
estabilizar la expresion fenotipica de las células mesodérmicas cultivadas. Esto ultimo
esta relacionado con su capacidad para regular la sintesis de componentes de la matriz
extracelular (Podolsky, 1994).

Receptores y mecanismos de accion.

Los FGFs ejercen sus efectos biolégicos a través de la unién a receptores de la
superficie celular cuyo dominio intracelular posee actividad tirosina cinasa (Givol y
Yayon, 1992). De esta forma, estos receptores comparten algunas homologias con los
receptores de otros factores que también poseen esta actividad (por ejemplo, el
receptor del EGF). Sin embargo la porcion extracelular de muchos de los receptores de
los FGFs contiene dos o tres dominios similares a inmunoglubulinas. Se han
encontrado cinco genes diferentes que codifican estos receptores. Los productos de
estos genes poseen especificidad diferente para cada factor. Esta especificidad viene
determinada por el extremo aminoterminal del dominio similar a inmunoglobulina
mas préximo a la regién transmembrana (Dell y Williams, 1992).

Pero los FGFs también pueden unirse a proteoglicanos tanto secretados a la
matriz extracelular como unidos a la membrana. Estas moléculas estan constituidas
por una parte proteica que esta unida a una cadena de glicosaminoglicanos. Los
proteoglicanos que se encuentran unidos a la membrana estn anclados a ella por un
dominio transmembrana y una corta cola intracitoplasmética que probablemente esta
desprovista de cualquier capacidad para generar sefiales intracelulares, al menos
mediante los mecanismos conocidos. Aungue la capacidad de los proteoglicanos para
unir FGFs podria servir para competir con los receptores "verdaderos", lo cierto es que
parece ser gue lo que hacen es facilitar la presentacidn de los factores a sus receptores.
Por el contrario, los proteoglicanos presentes en la matriz extracelular pueden servir
para secuestrar a los FGFs, constituyendo un reservorio de los mismos (Moscatelli,
1992).

La sefial inicial de transduccion depende principalmente de la actividad tirosina
cinasa de receptor. Los receptores poseen sitios de union de ATP ademas de
secuencias capaces de autofosforilarse. Los receptores fosforilan muchos de los
substratos que también son susceptibles de ser fosforilados por otros receptores (por



ejemplo, el receptor del EGF) que poseen actividad tirosina cinasa. Entre estos
substratos se encuentran la fosfolipasa Cy y GTPasas activadas por proteinas. Ademas
los FGFs conducen a la expresion de protooncogenes como fos y myc. Sin embargo,
hay que tener presente que en diferentes tipos celulares los FGFs pueden provocar
diferentes mecanismos de sefializacion intracelular. Entre estos se incluyen la
activacion de la adenilato y la guanilato ciclasa asi como de la cascada desencadenada
por la hidrolisis de los fosfoinositoles. Adicionalmente, la modulacién del “antiporte”
Na+/H+ y de otros transportes de iones pueden ser fundamentales para la actividad de
los FGFs. Finalmente, hay que tener en cuenta que el FGF que ha sido internalizado
tras su union con el receptor de membrana puede ser translocado al nicleo, aunque los
efectos funcionales de esta internalizacion son desconocidos (Podolsky, 1994).
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Efectos bioldgicos de los FGFs.

Es presumible que los FGFs ejerzan los mismos efectos en las poblaciones
celulares mesenquimaticas del tracto gastrointestinal que los observados en otros
tejidos. Por tanto, en el tracto gastrointestinal es probable que los FGFs jueguen un
papel importante en la neovascularizacién y en la proliferacién asi como en la
modulacion del fenotipo funcional de los fibroblastos que sigue a las lesiones. Estas
funciones pueden ser fundamentales para la reparacion de las mucosas después de un
proceso ulceroso o después de la reseccion quirdrgica. Recientes estudios han
demostrado que el FGF luminal puede facilitar la curacion de Ulceras pépticas en
roedores (Folkman y cols., 1991).

Se ha detectado la presencia de bFGF inmunoreactivo en el colon y el intestino
(Nice y cols., 1991). También se ha encontrado en la matriz extracelular asi como en
las paredes de los vasos sanguineos. Nice y cols. (1991) han aislado el bFGF de la
mucosa del colon en cerdos donde parece tener efectos mitogénicos para lineas
celulares epiteliales derivadas de carcinomas de colon. New y Yeoman, en 1992,
también encontraron este efecto mitogénico del bFGF en lineas celulares derivadas de
carcinomas de colon en humanos. De hecho, este efecto mitogénico del bFGF
enmascara la inhibicion del crecimiento inducida por TGF, desmintiendo el hecho de
que los efectos moduladores del TGF3 son dominantes sobre los efectos estimuladores
de otros factores de crecimiento. Estas células también poseen la capacidad de unir
especificamente al FGF y de producir FGF inmunoreactivo, sugiriendo que este
péptido podria servir como un factor de crecimiento autocrino en estas lineas celulares
(Podolsky, 1994).
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2.4.2.6 Familia del factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF).

El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) es un péptido modulador del
crecimiento que se identificd por su capacidad de estimular el crecimiento en cultivos
de hepatocitos (Nakaruma, 1991). EI HGF maduro tiene un peso aparente de 82 kD, y
es un heterodimero compuesto por una gran subunidad alfa (69 kD) y una cadena beta
mas pequefia (34 kD). Se forma a partir del corte proteolitico de un péptido precursor.
Las dos cadenas estan unidas por un puente disulfuro. El HGF presenta una homologia
de un 38% con el plasmin6geno, aunque no se ha detectado actividad proteasa en él
(Podolsky, 1994).

Mas recientemente se ha demostrado que el HGF es el ligando natural del
protooncogén met. Este oncogén codifica a una tirosina cinasa transmembranal y
heterodimérica, que actuaria como receptor del HGF. Este receptor est4 formado por
una cadena alfa extracelular en su totalidad y por una cadena beta que posee tres
dominios, extracelular, transmembrana y un dominio tirosina cinasa asi como sitios
para la autofosforilacion. EI HGF estimula especificamente la fosforilacion de este
receptor (Podolsky, 1994).

Efectos biolégicos del HGF.

El HGF ha sido detectado en el suero de ratas hepatectomizadas y en el suero de
pacientes con deficiencias hepaticas (Selden y cols., 1986). También se han
encontrado altas concentraciones de HGF en el suero de pacientes sometidos a la
reseccion hepatica. EI HGF se expresa en el higado, aunque es probable que las
células parenquimaticas sean su principal fuente (Zarnegar y cols., 1991). En el higado
sano se han detectado bajas cantidades del ARN mensajero del HGF, sin embargo,
estos niveles se ven ampliamente incrementados después de un tratamiento quimico o
de una hepatectomia. También parece ser que el HGF se produce en otros tejidos y
células, como los macrofagos y células relacionadas. De hecho, algunos autores
sugieren que los macrdfagos de los pulmones pueden ser la principal fuente de HGF
que sirve para incrementar los niveles de este factor tras la reseccién hepética
(Matsumoto y cols., 1992). Otros estudios han demostrado la presencia de HGF y su
receptor en un amplio abanico de tejidos, incluyendo el estomago, intestino delgado y
colon (Tajima y cols., 1992).Asi, un incremento en la expresion del receptor se ha
comprobado en tumores gastricos (Di Renzo y cols., 1991).

Parece ser, por tanto, que el HGF es un potente agente mitogénico en el higado.
Sin embargo, paradodjicamente, se ha encontrado que el HGF es capaz de bloquear el
crecimiento de lineas celulares derivadas de carcinomas hepéticos y de inhibir la



formacion de tumores en ratones transgénicos (Shiota y cols., 1992).
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La presencia del receptor del HGF a lo largo del tracto gastrointestinal sugiere
que este factor puede ejercer su actividad en mas sitios. Ademas, se ha demostrado
que el HGF estimula la migracién de una gran variedad de tipos celulares, incluyendo
células epiteliales y mesenquimaticas (Bussolino y cols., 1992). Parece probable que
el HGF y otros péptidos relacionados puedan ejercer su papel en la morfogénesis del
tracto gastrointestinal y en su remodelacion después de lesiones. Sin embargo, se
necesitaran mas estudios para aclarar este posible papel (Podolsky, 1994).

2.4.2.7 Otros factores de crecimiento.

Ademaés de los factores que hemos visto hasta ahora, existen otras proteinas
moduladoras del crecimiento que se expresan en el tracto gastrointestinal, aungue sus
funciones especificas en la regulacion de la proliferacion del sistema gastrointestinal
aun no ha sido bien definidas. Entre estas proteinas se incluyen factores producidos en
el intestino y cuya primera funcion es modular las poblaciones de células sanguineas
(por ejemplo, los factores hematopoyéticos). Otros péptidos, como el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) realiza sus funciones en células del sistema
gastrointestinal, aunque su importancia en la fisiologia de los 6rganos de este sistema
todavia no esta bien establecida. Por dltimo, existe un amplio conjunto de péptidos
denominados citocinas, expresados por maultiples tipos celulares del tracto
gastrointestinal que pueden afectar a la proliferacion de sus celulas diana incluso
aunque estos péptidos han sido bien definidos por su papel en la regulacion de otras
caracteristicas de estas células (Podolsky, 1994).

Los factores hematopoyéticos juegan un papel fundamental en la
hematopoyesis, por tanto su principal lugar de actuacién es la medula 6sea en el
adulto, aunque también pueden producirse en otros 6rganos. Asi, se ha demostrado su
produccién en el higado (Konishi y cols., 1991).

El PDGF se libera de las plaquetas durante el proceso de coagulacion. Sus
acciones estdn mediadas por su unién a un receptor que contiene un dominio con
actividad tirosina cinasa en su porcion intracelular. Es un potente mitégeno para
fibroblastos y otras células mesenquimaticas, por tanto es presumible que regule a
estas mismas poblaciones celulares en el tracto gastrointestinal. Es probable que el
PDGF contribuya a la cicatrizacion de las heridas después de una reseccion y
posiblemente después de la fibrosis asociada a las heridas (Podolsky, 1994).
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2.4.3 Efectos de los factores de
crecimiento sobre el pancreas
exocrino.

Diversos estudios han demostrado la existencia de receptores especificos para el
EGF en el pancreas de rata y raton (Logsdon y Williams, 1983a). En acinos
pancreaticos de rata el receptor del EGF tiene una alta afinidad por el EGF (Korc y
cols., 1983). En estudios in vivo los resultados de la accion de EGF son
contradictorios: mientras Morisset y cols. en 1989 observaron que la administracion de
EGF en ratas cronicas no alteraba el peso del péancreas y ademas disminuia el
contenido de ADN en un 20 %, otros autores demostraron que, tras la inyeccién
intraperitoneal de EGF durante 5 dias cada 8 horas, aument6 significativamente el
peso del pancreas y el contenido de ARN y ADN (Dembinski y cols., 1982). Por otra
parte, también se ha observado que la administracion cronica de EGF en ratas
incrementa el contenido de amilasa, quimotripsinégeno y proteinas, incrementando,
ademas, la accion trofica de la ceruleina (Morisset y cols., 1989). Jaworek y Konturek
(1990) demostraron también que en ratas conscientes con reinfusion de jugo
pancredtico, la administracion de EGF subcutdneamente aumenta la produccion de
proteinas. Finalmente, en perros con fistula crénica el EGF no modifica la secrecion
pancredtica ni a la CCK ni a la secretina, pero inhibe la respuesta a la comida ya que
disminuye la acidificacion duodenal (Konturek y cols., 1984).

Sobre la secrecion de amilasa in vitro también existen resultados
contradictorios. Asi, en cultivos celulares de células acinares de ratén o en
exposiciones relativamente largas al EGF (superiores a 1 hora) se ha observado que es
capaz de incrementar la secrecion enzimatica basal, potenciar la secrecion enzimatica
estimulada por CCK e incrementar la incorporacién de H3leucina a las proteinas, sin
embargo no modifica ni la secrecion basal ni la estimulada por CCK en acinos frescos
(Logsdon y Williams, 1983a; 1983b). En acinos de ratas pretratadas con EGF durante
3 horas, este factor es capaz de incrementar la liberacion de amilasa basal de una
manera dosis-dependiente y potenciando, ademas, la secrecion de amilasa evocada por
ceruleina (Jaworek y Konturek, 1990). Sin embargo, otros autores observan que el
EGF a dosis de 16.5 nM no tiene efecto en la secrecion de amilasa, aunque incrementa
ligeramente la acumulacion de IP3 basal y provoca un pequefio movimiento del calcio
intracelular (Chandrasekar y Korc, 1991). El grupo de Stryjek y cols han demostrado
en sucesivos trabajos que la accion del EGF sobre la secrecion de amilasa depende de
la dosis utilizada. Asi, 17 nM de EGF no modifica la secrecion basal de amilasa en
acinos de rata, mientras que 90 nM incrementa esta secrecion aunque no modifica el
contenido de IP3. Ademas, demuestran que bajas concentraciones de EGF inhiben la



produccién de IP3 y la secrecion de amilasa estimulada por CCK, mientras que altas
concentraciones de EGF estimulan la liberacion de amilasa provocada por CCK
(Stryjek-Kamiska y cols., 1993). EI EGF a la concentracion de 17 nM reduce la
liberacion de amilasa estimulada por bombesina, carbacol y CCK, al igual que la
produccién de IP3 estimulada por estos secretagogos (Stryjek-Kaminska y cols., 1994
y 1995a). Esta misma dosis inhibe también la liberacion de amilasa estimulada por
agonistas que median su mecanismo de accion a traves de la via del AMPc (VIP,
forskolina y dibutiriAMPc), aumenta la produccion de AMPc basal pero reduce la
estimulada por VIP y forskolina (Stryjek-Kaminska y cols., 1995¢). La estimulacién
de la liberacion basal de amilasa producida por 90 nM de EGF es reducida por la
erbstatina, un inhibidor de las tirosinas cinasas. Esta misma dosis de EGF, sin
embargo, no modifica la produccion de inositoles basales, pero aumenta la
fosforilacién de proteinas en membranas de células acinares (Piiper y cols., 1994).
Estos mismos autores, en 1997, destacan que la dosis de 85 nM de EGF también
inhibe la secrecion de amilasa y la produccidon de IP3 estimulada por bombesina,
aungue esta inhibicion puede revertirse con toxina pertussis (Piiper y cols., 1997). Al
igual que el grupo de Stryjek, Profrock y cols en 1991 demostraron que 100 ng/ml de
este factor no modifica la produccion basal de IP3 ni la concentracion intracelular de
calcio basal, aunque reduce tanto la produccion de IP3 como el incremento en la
[Ca2+]i inducidos por CCK. ElI EGF provoca un aumento dosis-dependiente en los
niveles de fosfoinositol,4,fosfato al igual que el carbacol, aunque a diferencia de éste,
no induce disminucién de los niveles de PIP2 (Conway y cols., 1991). En células
A431, linea celular de carcinoma epidermoide humano que sobreexpresa el receptor
del EGF, este factor a una concentracion de 30 nM es capaz de inducir un pico de
calcio procedente de dos origenes, intracelular por redistribucion de calcio vy
extracelular por entrada desde el exterior celular (Pandiella y cols., 1987). Ademas en
estas células el EGF induce hidrolisis de fosfoinositoles con acumulacion estimulada
de inositol 1,3,4 fosfato e IP4. En este mismo tipo celular el EGF estimula la
produccién de IP3 demostrando que activa la fosfolipasa C, ademas produce una sefial
biféasica de calcio que se mantiene en ausencia de calcio extracelular, aunque el EGF
no es capaz de liberar Ca2+ después de tapsigargina (Hughes y cols., 1991). En otros
tipos celulares, como células AR42J, Simeone y cols, sin embargo demuestran que
100 nM de EGF no aumenta la hidrdlisis de fosfoinositoles, aungue el pico de calcio
que produce procede de almacenes intracelulares (Simeone y cols., 1995).

Antecedentes Bibliograficos 73

Las acciones del EGF se deben a su unién con el receptor de membrana. Segln
Profrock y cols el EGF interacciona con las mismas proteinas Gi que la CCK y
ademas también interacciona con 9 proteinas Gs. Estas proteinas G estarian implicadas
en la potenciacion que el EGF ejerce sobre la secrecion estimulada por CCK (Profrock
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y cols., 1991a). Ademas demuestran que la interaccion entre el receptor del EGF vy las
proteinas G es directa y no se debe a una accion indirecta por fosforilacion mediada
por la actividad tirosina cinasa intrinseca del receptor.

En 1991 se propuso un modelo de interaccion entre el receptor del EGF y las
proteinas G activadas por la CCK: el receptor del EGF podria activar una proteina G
inhibidora o inhibir una proteina G estimuladora de manera que no se produjera la
sobreestimulacion de la PLC que provoca la curva bifasica de liberacion de amilasa
inducida por CCK (Piiper y cols., 1991; Zeuzem y cols., 1994).

En diversos tipos celulares se ha descrito la activaciéon de la PLC por EGF: en
células A431 el EGF estimula la fosforilacion de la PLC 11 (también llamada PLCy) en
residuos de tirosina y serina y esta fosforilacién ocurre antes que la formacion de IP3
(Wahl y cols., 1989). También se produce un aumento de la fosforilacion de la PLC 11
en respuesta a EGF en fibroblastos NIH 3T3. Esta fosforilacion de la PLCy debida a la
activacion del receptor del EGF y también del PDGF conduce a la activacién de la
PLCy y a un consecuente aumento del metabolismo de los fosfoinositoles
(Meisenhelder y cols., 1989). Margolis y cols en 1989 utilizando células A431 y
HER14 demuestran que dosis entre 1 y 80 nM induce fosforilacién de la PLCy,
mediante la asociacion del receptor del EGF con la PLCy. La tirfostina, un inhibidor
de las tirosinas cinasas, es capaz de bloquear la union del EGF con su receptor y la
fosforilacion de la PLCy, el incremento de la concentracién de calcio intracelular y la
sintesis de DNA provocada por EGF (Margolis y cols., 1989). En células acinares
también se ha demostrado la accion del EGF sobre la PLC: utilizando membranas
acinares se ha demostrado que el EGF aumenta la fosforilacion de la PLC total y
ligeramente la fosforilacion de la PLCyl. Estas fosforilaciones son inhibidas por
pp60src, un inhibidor de las tirosinas cinasas. En este mismo estudio se demuestra que
la toxina pertussis reduce la actividad de la PLC inducida por EGF, por tanto la
proteinas Gial y Gio2 estdn implicadas en esta activaciéon, aungue no en la
fosforilacion de la PLCyl estimulada por EGF. También se ha observado que el EGF
induce asociacién entre la PLCyl y las proteinas Gi y que esta asociacion necesita la
fosforilacion en residuos de tirosina. Asimismo hay asociacion entre el receptor del
EGF vy las proteinas Gi, y esta asociacién no se produce en presencia de pp60src. En
un trabajo similar se observa que el EGF es capaz de inhibir la activacion de la PLCB1
estimulada por bombesina via proteinas Gil-2. La PLC[B1 se asocia transitoriamente,
por accion del EGF, con proteinas Gi y esta asociacion corre paralela a la
autofosforilacion del receptor del EGF y a la asociacion de las proteinas Gi con el
receptor del EGF (Piiper y cols., 1997).

También se ha demostrado la implicacion de los factores de crecimiento en el
pH intracelular: en fibroblastos el EGF induce entrada de Na+ que es sensible a



amilorida (un inhibidor del intercambiador Na+/H+), y se eleva por acidificacion del
citoplasma. El intercambiador Na+/H+ estda implicado en la regulacion del pH
intracelular y la activacion de este intercambiador por EGF provoca un réapido y
persistente aumento en el pH intracelular. Para esta activacion del intercambiador no
es esencial una elevacion del calcio intracelular. EI TPA atenua la activacion del
intercambiador por EGF, inhibe la formacion de DAG y la movilizacion de calcio
inducida por EGF, de manera que la PKC ademas de activar el intercambiador puede
antagonizar el “breakdown” de fosfoinositoles que sigue a la adicion de EGF a las
células (Moolenaar, 1986).
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En relacion a los factores de crecimiento de fibroblastos, se ha demostrado que
tanto el aFGF como el bFGF estimulan activacion de tirosinas cinasas en células
intactas Swiss 3T3. En estas células los dos factores provocan una rapida fosforilacion
de una proteina de 90 KDa que es el sustrato para la tirosina cinasa estimulada por los
FGFs. Esta proteina no es el receptor ya que estudios de “cross-linking” demuestran
que el receptor posee un peso de 145-210 KDa (Coughlin y cols., 1988). En acinos
pancreaticos de rata se ha demostrado que tanto aFGF como bFGF poseen efectos
tréficos ya que estimulan la incorporacion de 3Htimidina de forma dosis-dependiente,
por tanto son potentes estimulantes de la sintesis de DNA (Hoshi y Logsdon, 1993).
En estas mismas células, se ha observado que el bFGF incrementa la produccion de
IP3 e induce un rapido aumento en los niveles de calcio intracelular, siendo este
aumento dosis-dependiente. Este incremento no fue alterado ni por EGTA ni por TPA,
aunque no es capaz de movilizar calcio después de la administracion de carbacol. En
este mismo trabajo, el bFGF aumenta la secrecion de amilasa de manera dosis-
dependiente. Segln estas observaciones, el bFGF es un agonista que moviliza calcio
(Chandrasekar y Korc, 1991; Stryjek-Kaminska y cols., 1995a). Igualmente se ha
demostrado el efecto del bFGF sobre la movilizacion de calcio intracelular en células
ARA42J, linea celular derivada de un tumor del pancreas exocrino inducido por
azaserina y que es un modelo muy atil para estudiar respuestas mediadas por
receptores (Simeone y cols., 1995). En 1996 Piiper y colaboradores indicaron que
existe una comunicacion entre el receptor del bFGF y proteinas Gi, y que estas
proteinas Gi ejercen un efecto inhibidor en la activacion de la PLC inducida por el
bFGF (Piiper y cols., 1996). También se ha observado la accion del bFGF sobre la
PLD: el bFGF produce un aumento dosis-dependiente en la acumulacion de acido
fosfatidico en presencia de propranolol, un inhibidor de la acido fosfatidico hidrolasa.
Esta acumulacion fue inhibida en presencia de genisteina, demostrando que el bFGF
puede operar para inducir sus efectos en la activacion de la PLD en asociacion con la
actividad tirosina cinasa de su receptor (Rydzewska y Morisset, 1995). Igualmente se
ha demostrado que el bFGF estimula la DAG lipasa y la liberacion de acido
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araquiddnico en acinos pancreaticos de rata y que esta liberacion depende de la accién
secuencial de la tirosina cinasa, la PLC, la PKC y la DAG lipasa, pero no depende de
la activacién ni de la PLA2 ni de la PLD (Hou y cols., 1996b).

2.4.4 Tirosinas cinasas y secrecion.

Numerosos estudios han demostrado que la activacion de receptores acoplados
a proteinas G de membrana, los cuales carecen de actividad tirosina cinasa intrinseca,
da lugar a un incremento en la fosforilacion de residuos de tirosina de un gran nimero
de proteinas intracelulares (Lutz y cols., 1993; Zachary y cols., 1993; Duan y cols.,
1994; Rozengurt., 1995). La cascada de fosforilacién de proteinas en residuos de
tirosina posiblemente es una ruta intracelular de transduccién de sefiales que juega un
papel muy importante en diferentes procesos celulares, entre los que se incluyen el
crecimiento, la motilidad y la morfologia celular (Shattil y cols., 1994; Rozengurt.,
1995). Pero ¢qué sucede con los procesos secretores?.

Se han llevado a cabo diferentes estudios para comprobar la relacién entre las
tirosinas cinasas y la secrecion. Asi, se ha comprobado que las tirosinas cinasas son
necesarias para la secrecién de catecolaminas en células cromafines de glandula
adrenal en bovidos (Cox y cols., 1996), asi como para la regulacién de la liberacion de
prostaciclinas por células endoteliales humanas (Wheeler-Jones y cols., 1996). Ambos
estudios sugieren que el papel de las tirosinas cinasas en la secrecion estd mediado por
el calcio intracelular (Cox y cols., 1996; Wheeler-Jones y cols., 1996). Estudios
realizados en células 3 por Konrad y cols. (1996) han puesto de manifiesto que el
inhibidor de las tirosinas cinasas AG879 produce una inhibicion dependiente de la
concentracion tanto de la fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina como de la
secrecion de insulina, sugiriendo ademas que la fosforilacion de una proteina, ain no
bien identificada y denominada p125 de células 3, podria ser necesaria para la
secrecion de insulina. Por el contrario, estudios realizados en células acinares de
glandula parétida han demostrado que existe una relacion entre las tirosinas fosfatasas
y la secrecion de amilasa, indicando que la fosforilacion de proteinas en residuos de
tirosina inhibe la secrecion de amilasas estimulada por secretagogos (Kinoshita y
cols., 1996). Asimismo, el pretratamiento de plaquetas con genisteina (un inhibidor de
las proteinas tirosinas cinasas), que redujo la fosforilacion de proteinas en residuos de
tirosina, provocd un incremento en la secrecién de serotonina estimulada por
ionomicina (Dallas y cols., 1996).

En células acinares pancredticas se han realizado diversos estudios para
caracterizar el papel de las tirosinas cinasas en la secrecién enzimatica, con resultados
muy dispares. Piiper y cols. (1994) han descrito que la genisteina inhibe parcialmente



la secrecién enzimatica estimulada por bombesina o carbacol. Luzt y cols. (1993) han
demostrado que la genisteina inhibe la secrecion enzimética dependiente de los
incrementos en [Ca2+]i y la secrecion de amilasas estimulada por CCK-8. Por otro
lado, se ha comprobado que la genisteina carece de efecto en la secrecion enzimatica
estimulada por VIP o secretina (Duan y cols., 1994). Piiper y cols. (1994)
comprobaron que el efecto de la inhibicion de las tirosinas cinasas en la secrecion
enzimatica estimulada por CCK-8 o carbacol se produce Unicamente a bajas
concentraciones de estos secretagogos, sugiriendo que la secrecion enzimatica
estimulada por dosis supramaximas de carbacol o CCK podria ser regulada por las
tirosinas cinasas de un modo distinto. Las tirosinas cinasas también participan en la
produccién de Ins(1,4,5)P3 estimulada por carbacol, CCK-8 o bombesina, como lo
demuestra la inhibicion que la genisteina ocasiona en la capacidad de estos agonistas
para incrementar la concentracion de Ins(1,4,5)P3 (Piiper y cols., 1994). Por el
contrario, Jena y cols. (1991) han observado que la adicion de tirosinas fosfatasas a
células acinares pancredticas permeabilizadas incrementa la secrecion de amilasas
dependiente de calcio.
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Estudios recientes han demostrado que el tratamiento con genisteina no tiene
efecto en la secrecidén de amilasas estimulada por TPA, pero inhibe parcialmente la
secrecion estimulada por el ion6foro del calcio A23187 (Lutz y cols., 1993; Duan y
cols., 1994), sugiriendo que la movilizacion de calcio intracelular estimulada por CCK
esta relacionada con la activacion de las tirosinas cinasas, en tanto que la activacion de
la PKC no (Lutz y cols., 1993; Duan y cols., 1994). Otros estudios han puesto de
manifiesto que diferentes inhibidores de las tirosinas cinasas disminuyen la entrada de
calcio en la célula sin afectar la liberacidn de calcio desde el reticulo endoplasmatico,
hecho que sugiere que las alteraciones producidas por los inhibidores de las tirosinas
cinasas en la entrada de calcio podrian ser las responsables de la inhibicion de la
secrecion de amilasas estimulada por los secretagogos ensayados (Yule y cols., 1994).
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“In vivo”
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3.1. Metodologia

3.1.1. Animales de estudio.

Para los estudios in vivo se han utilizado ratas de ambos sexos de la raza Wistar
con peso aproximado de 200 g , y que procedian del Servicio de Animalario de la
UEX. En estas instalaciones los animales se hallaban estabulados en habitaciones con
ciclos controlados de luz-oscuridad de 12 horas y bajo condiciones constantes de
temperatura (23° C), estando alimentados con una dieta comercial estandar para
animales de laboratorio permitiéndoles el acceso libre al agua.

3.1.2. Preparacion quirurgica.

Previamente a la preparacion quirdrgica los animales se sometieron a un
periodo de ayuno de 8 horas, permitiéndoles en todo momento el acceso al agua.

Todos los experimentos comenzaron a las 10:00 h con el fin de sincronizar las
variaciones circadianas de la secrecion pancreética (Salido y cols., 1984).

Los animales se anestesiaron con una inyeccion intraperitoneal de uretano
(Serva) disuelto al 20% en solucion salina (NaCl al 0.9%) a la dosis de 0.5-1 g/kg. de
peso corporal. El control de la profundidad anestésica se realizd mediante la
observacion del reflejo faringeo y del tono muscular de la mandibula. Siempre que fue
necesario se administraron dosis suplementarias de uretano para mantener la
profundidad de la anestesia.

Una vez anestesiado, se fijé al animal en posicién decubito supino sobre la mesa
de quirdfano bajo una fuente de calor, vigilandose en todo momento la temperatura
corporal mediante la colocacion de un termometro en la ampolla rectal, ya que la
hipotermia modifica la composicion y flujo del jugo pancreatico (De Dios y cols.,
1986). Para proceder a la preparacion quirargica se afeitd el campo operatorio. En
todos los animales se practico una traqueotomia de rutina para asegurar una correcta
ventilacion pulmonar a lo largo del experimento.

Posteriormente se procedié a disecar la arteria carotida derecha y se introdujo
un catéter (0.5x0.9 mm de diametro, Braum, N.R) con una solucion anticoagulante
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(Heparina LEO al 0.05%) cuyo extremo se situo en el cayado de la aorta que se utilizo
para el registro de la presion arterial a través de un transductor de presion (TRA 021)
conectado a un poligrafo (UNI-GRAPH 50, Letica). Seguidamente se disecd la vena
yugular izquierda y se implanté un catéter que se usé para la administracion
endovenosa de las distintas soluciones ensayadas en este estudio.

Para el acceso a la cavidad abdominal se practicd una laparotomia ventral media
y se preocedié a ligar el piloro, procurando que los vasos epigastroduodenales
quedasen libres para no interferir el riego del duodeno. Esta labor tenia como finalidad
aislar el estobmago del intestino y evitar que el vaciamiento del contenido géstrico a
duodeno pudiera modificar la secrecion pancreatica a través de cambios en los niveles
circulantes de hormonas gastrointestinales.

En la rata los jugos pancreético y biliar drenan al duodeno a través de un mismo
conducto, el conducto biliar comdn. Por tanto, se procedié a canular este conducto en
su desembocadura en el duodeno. A continuacién se canul6 el conducto biliar en un
punto préximo a su salida del higado, y se ligé dicho conducto por debajo del punto de
entrada de la cénula. De este modo nos aseguramos que lo recogido en la canula
colocada en su desembocadura en duodeno era exclusivamente jugo pancreético.

La céanula situada en el conducto biliar se introdujo a continuacion en el
duodeno, permitiendo asi la circulacion enterohepatica de las sales biliares, evitando
que la ausencia de las mismas en el duodeno pudiera inducir cambios en la secrecion
pancreatica.

La posicion del paquete intestinal se modificd ligeramente con el fin de que el
jugo pancreatico fluyese libremente hacia el exterior. Todas las incisiones se cubrieron
con gasas humedecidas en solucion salina isotonica a 37° C, manteniéndose los
animales en normotermia a lo largo del experimento.

Los animales se sacrificaron al final de los experimentos por dislocacion
cervical, tras lo cual se procedié a extraer el pancreas. Este se lavo con solucién salina
para eliminar la mayor cantidad de sangre del tejido. Posteriormente se retiré el tejido
graso y los nddulos linfaticos, pesando el tejido resultante, que se dividié en dos
fragmentos para la determinacion de los contenidos en proteina total, amilasa, ADN y
ARN. Estos fragmentos se congelaron rapidamente en nitrégeno liquido y
posteriormente se almacenaron a -80° C hasta su analisis.



3.1.3. Recogida de muestras y control
de parametros.
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La recogida de muestras se inici6 60 minutos después de realizada la
intervencion quirdrgica, para permitir durante este tiempo la estabilizacién de la
secrecion de jugo pancreatico. Una vez transcurrido este tiempo el jugo pancreético se
recogid, en tubos Eppendorf previamente pesados, en intervalos de 20 minutos durante
un periodo total de 240 minutos. El jugo pancreético recogido en los 40 primeros
minutos se utilizé para calcular el valor basal de la secrecién.

La infusion de EGF (2ug/kg/h) (EGF humano recombinante, Calbiochem) o de
solucion salina comenzd tras los 40 minutos de recogida de muestras basales y
continuo durante 180 minutos. Tras finalizar la infusion se recogieron 2 muestras méas
para caracterizar el retorno a los valores basales.

Tanto EGF como la solucion salina se administraron a la misma velocidad (2
ml/min) y el volumen final infundido fue de 360 ml. EI EGF se prepar6 cada dia en
solucion salina que contenia 0.3% de seroalbumina bovina (Sigma).

Las muestras de jugo pancreatico recogidas se almacenaron a -30° C para su
posterior anélisis enzimatico.

En las distintas muestras de jugo pancreatico se controlaron los siguientes
pardmetros:

- Flujo (ul/min.)
- Produccion de proteina total (ug/min.)
- Produccién de amilasa (mUAA/min.).
3.1.4. Disefio experimental.

Para los estudios in vivo dividimos a los animales en 2 grupos de estudio:

3.1.4.1. Animales con tratamiento agudo:

Controles:

Animales a los que tras la intervencion quirdrgica se les administrd a travées de
la canula yugular solucién salina siguiendo el protocolo experimental anteriormente
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descrito.
EGF:

Animales a los que se les administr6 EGF a la dosis de 2ug/kg/h durante un
tiempo total de 180 minutos.

3.1.4.2. Animales con tratamiento crénico:

Tratamiento durante 1 dia

A los animales se les inyecto intraperitonealmente EGF a la dosis de 10 pg/kg
cada 8 horas durante 1 dia.

Tratamiento durante 5 dias

Se les inyecto intraperitonealmente EGF a la dosis de 10 pg/kg cada 8 horas
durante un periodo total de 5 dias.

Tratamiento durante 7 dias

A los animales se les inyect6 subcutdneamente EGF a la dosis de 10 pg/kg cada
12 horas durante 7 dias.

Al finalizar el tratamiento con EGF, a los animales de los tres grupos
experientales se les sometio al procedimiento quirdrgico detallado anteriormente,
administrandoles EGF a través de la canula en la vena yugular, siguiendo el protocolo
experimental descrito para los animales con tratamiento agudo.

3.1.5. Técnicas analiticas empleadas

3.1.5.1. Determinacion del flujo de jugo
pancreatico:

Para el registro del flujo de jugo pancreético la secrecidn se recogi6 en tubos
Eppendorf previamente pesados, de tal forma que su pesado posterior nos permite
conocer la cantidad de jugo secretado en el periodo de 20 minutos. Esta cantidad



secretada se transformd en unidades de volumen considerando la densidad del jugo
pancredatico igual a 1g/ml. Las unidades en las que expresamos el flujo fueron ml/min.
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3.1.5.2. Determinacion de proteina total:

El contenido de proteina total en el jugo pancreatico se determiné por el método
BRADFORD (1976), técnica colorimétrica basada en la existencia de dos formas
diferentes de Coomassie Brilliant Blue G-250, una roja y otra azul. La forma roja se
convierte en azul por la unién a las proteinas.

Para preparar el reactivo de Bradford se disolvieron 100 mg de Coomassie
Brilliant Blue G-250 (Serva) en 50 ml de etanol (Panreac) al 95%, afiadiendo 100 ml
de &cido ortofosforico (Panreac) al 85% y diluyendo hasta un volumen final de 1 litro
con agua bidestilada.

Un volumen de 0.05 ml de la muestra, diluida 1:80, se llevd a 2.5 ml de reactivo
de Bradford. Después de 15 minutos y antes de 1 hora se procedi6 a su lectura en un
espectrofotometro (Perkin-Elmer Lambda 3B UV/VIS) a 595 nm frente a un blanco
preparado con 0.05 ml de agua bidestilada y 2.5 ml de reactivo de Bradford.

Las lecturas de densidad optica correspondientes a las muestras se compararon
con una curva estandar preparada con seroalbumina bovina (Sigma) disolviendo 2 mg
en 1 ml de agua bidestilada y desionizada.

Los resultados se expresaron en mg/ml y, a partir de los valores de flujo, se
calculd la produccion de proteina total en pg/min.

3.1.5.3. Determinacidén de la actividad amilasica

La actividad amilésica se determind utilizando el método de Noelting y
Bernfeld (1948), modificado por Hickson (1970), que se basa en medir
colorimétricamente la produccion de maltosa liberada a partir de un sustrato de
almidén soluble, cuando es incubado con jugo pancreético.

El reactivo de maltosa se prepar6 disolviendo 2 g de &cido 3,5-dinitrosalicilico
(Panreac). El color de la disolucion cambia de amarillo a rojo cuando se hierve en
presencia de un azlcar reductor.

El sustrato fue una solucion al 2% (p/v) de almidén (Merck) soluble en un
buffer de pH 7.05. Este buffer consistia en fosfato sédico 0.02 M a un pH 7.05. La
solucion contenia 0.0067M de NaCl (Panreac) para satisfacer los requerimientos de
amilasa para los iones cloruro. Este buffer se utilizd para la dilucion del jugo
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pancreatico problema (siempre que fue necesario) y como disolvente para las
soluciones estdndar de maltosa.

Se afiadian 0.05 ml de la muestra, previamente diluida 1:80, a 5 ml de la
solucion de almidon al 2% en la solucién amortiguadora de fosfato, filtrado al vacio
con filtro poroso de porcelana, e incubado en un bafio a 37° C durante 5 minutos para
liberar la maltosa. A continuacion se tomé 0.5 ml del contenido de los tubos problema
y se afiadieron sobre 2.5 ml de reactivo de maltosa.

Paralelamente se hizo un tubo blanco de sustrato con 0.5 ml de almidon al 2%
para determinar la cantidad de maltosa libre en la solucion de almidon utilizada;
asimismo se hizo un tubo blanco de reactivo de maltosa con buffer. Todos los tubos se
taparon con torundas de algoddn y se sumergieron en agua en ebullicion durante 10
minutos. Posteriormente se dejaron enfriar rapidamente y se diluyd 0.5 ml del
contenido de cada uno de los tubos en 5 ml de agua bidestilada. Por Gltimo se procedio
a medir el color desarrollado en un espectrofotometro a 520 nm, ajustando el cero de
absorcion con el blanco de reactivo frente al blanco de sustrato.

Las lecturas de densidad Optica correspondientes a los tubos problema se
compararon con una curva estandar de maltosa (Merck) preparada a partir de una
solucion madre que contenia 14 mg de maltosa en solucion buffer.

La actividad enzimatica se expresé en unidades de actividad amilasica por ml
(UAA/mI). A partir de estos valores y los de flujo se obtuvo la produccion de amilasa
por unidad de tiempo en mUAA/min.

Los valores de flujo, produccion de proteinas y produccion de amilasa se
expresaron como porcentaje respecto de los niveles basales.

3.1.5.4. Analisis del tejido pancreatico

Para la determinacion del contenido de proteina total, amilasa, ADN y ARN el
pancreas extraido tras los experimentos de infusion se dividié en dos fragmentos. El
primer fragmento (aproximadamente 250 mg) fue homogeneizado en solucién salina
para las determinaciones de proteina total y de amilasa, utilizando la metodologia
detallada anteriormente.

El segundo fragmento (300-600 mg) se utilizd para las determinaciones de
ADN y ARN total.
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La determinacion de la cantidad de ADN total del pancreas se realizd de
acuerdo con el método de Maniatis y cols (1989). El tejido se homogeneiz6 en 2 ml de
tampdn de extraccion con la siguiente composicién: Tris-HCI 10 mM (pH 8.0); EDTA
0.1 M (pH 8.0); RNAasa pancreéatica 20 pug/ml; SDS 0.5%. Una vez homogeneizado
se completd con tampdn de extraccidn hasta 10 volumenes y se incub6 durante 1 hora
a 37°C. Posteriormente se afiadio proteinasa K a una concentracion final de 100 pg/ml
y se mezcld suavemente por inversion durante 1-2 minutos. Se incubd 3 horas a 50°C
removiendo periddicamente y se dejo enfriar a temperatura ambiente afiadiendo 1
volumen de fenol/cloroformo (1:1 vol:vol) neutralizado a pH 8.0. Las dos fases que
aparecen se mezclaron suavemente por inversion durante 10 minutos. A continuacion
se centrifugd a 1500 rpm durante 5 min a 4°C y se recogio la fase acuosa densa en un
tubo limpio repitiéndose la extraccion con fenol/cloroformo dos veces més. Una vez
realizado esto, se transfirid de nuevo la fase acuosa a un tubo de centrifuga y se
afiadieron 0.2 volimenes de acetato potéasico 2.5 M y 2 volimenes de etanol y se
mezcld por inversion durante 10 min para favorecer la aparicién del precipitado de
ADN. Se centrifug6 seguidamente a 2500 rpm durante 5 min a temperatura ambiente,
lavandose el precipitado de ADN dos veces con etanol al 70% y finalmente se recogio
el ADN por centrifugacion en las mismas condiciones anteriores. Se dejé evaporar el
etanol durante 30-60 min en una estufa a 37°C. Se_afiadieron entonces 500 pl de TE
(10 mM Tris-HCI; 1 M EDTA,; pH 8.0) y se dej6 la solucién toda la noche en un bafio
orbital a 37°C para conseguir la completa disolucion del ADN. Finalmente se midio la
absorbancia del ADN a 260 y 280 nm. El ratio 260/280 debe ser mayor de 1.75. Un
ratio menor indica la existencia de contaminacién con proteinas, en cuyo caso hay que
afiadir SDS a la preparacion y volver a repetir los pasos desde la adicion de proteinasa
K.

La concentracion de ADN se calcula a partir de los valores de densidad dptica.
Una densidad Optica a 260 nm de 1 significa que existen aproximadamente 50 ug de
ADN por ml.

Método de extraccién de ARN total.

La cantidad de ARN total en las muestras de pancreas se realizé por el método
descrito por Serrano en 1991. El tejido se trituré para homogeneizarlo y se afiadieron 3
ml de tampdén TCES (0.2 M Tris; 0.2 M NaCl; 50 mM EDTA,; 2% SDS; pH 8.0)
suplementado con [-mercaptoetanol a una concentracion final de 1% y 3 ml de
fenol/cloroformo (1:1, vol:vol). Se filtr6 el homogeneizado por una gasa para eliminar
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la mayoria de los residuos y se centrifugd durante 10 min a 3000 rpm para separar las
fases. Se reextrajo la fase acuosa con 3 ml de fenol/cloroformo, volviendo a
centrifugar 5 min en las mismas condiciones. Se eliminaron las pectinas por
precipitacion de la fase acuosa con 0.5 volumenes de etanol frio, dejando 5 min en
hielo y centrifugando 5 min a 10000 rpm. Se precipitaron los acidos nucleicos del
sobrenadante con 2 volimenes de etanol frio, incubando 30 min en hielo y
centrifugando 10 min a 10000 rpm. Posteriormente se resuspendio en 2.5 ml de agua
agitando y calentando unos minutos a 56°C, y se elimind el material insoluble
centrifugando 10 min a 10000 rpm.

A continuacion se tomo el sobrenadante y se precipité el ARN con 2.5 ml de
LiCl 6 M, dejando 1 hora en hielo y centrifugando 10 min a 10000 rpm. Se lavo el
pellet dispersandolo con un agitador con 4 ml de LiCl 3 M y recentrifugando en las
mismas condiciones. Posteriormente, se resuspendio en 1.4 ml de agua y 0.1 ml de
acetato potasico 3 M (concentracion final de 0.2 M), agitando y calentando unos
minutos a 56°C y se centrifugd durante 10 min a 10000 rpm para eliminar el material
insoluble. El pellet se precipitd con 3.75 ml de etanol absoluto, incubando 15 minutos
a -80°C y centrifugando como antes. Se lavé con etanol al 70% y se seco al vacio.
Finalmente se disolvié con 100 pl de agua, agitando y calentando unos minutos a
56°C.

La concentracion de ARN se obtuvo midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm.
El ratio 260/280 debe ser 1.9-2.0. Si esto se cumple el ARN esta libre de sustancias
que interfieren en la espectrofotometria y una absorbancia a 260 nm de 1 equivale a 40

pg/ml.

3.1.6. Tratamiento estadistico de los
resultados.

Los valores de los pardmetros secretores estudiados se normalizaron a los
niveles previos a la estimulacion y se calculd el porcentaje de cambio. Para ello, los
datos correspondientes al periodo de infusion, expresados en valores porcentuales, se
multiplicaron por el tiempo de control de los mismos (20 minutos), sumando
posteriormente cada uno de los datos asi obtenidos. Todos los resultados se expresan
como la media % el error estdndar de la media (EEM). La normalidad de los datos se
comprobo con el test de Kolmogorov-Smirnov. El andlisis estadistico utilizado para
determinar diferencias significativas entre grupos fue el analisis de la varianza
(ANOVA). Se considerd que existian diferencias estadisticamente significativas
cuando el valor de P fue menor de 0.05.
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3.2 Resultados.

3.2.1 Respuestas secretoras al EGF.

Los valores basales de flujo de jugo pancreatico, produccién de proteina total y
produccion de amilasa en la ratas con tratamiento agudo y en ratas con tratamiento
crénico con EGF durante 1 dia (10 pg/kg, cada 8 horas), 5 dias (10 pg/kg, cada 8
horas) y 7 dias (10 pg/kg, cada 12 horas) se muestran en la Tabla I.

Tabla |: Efecto de los diferentes tratamientos sobre distintos pardmetros
secretores del pancreas de rata.

Tratamiento  Flujo (ul/min)  Produccion Proteina ~ Produccion Amilasa n

Total (ug/min) (mUAA/miIn)
Agudo 0.66 £ 0.09 16.44 + 3.27 29.20 £ 2.99 12
Cronico 1 dia 0.75+0.09 15.73+1.95 30.23 £4.13 6
Cronico 5 dias 0.49+0.14 12.77 £0.79 26.66 £ 11.06 5
Cronico 7 dias 0.55+0.13 15.28 + 2.47 33.21 £13.02 6

Los valores de la tabla son la media + EEM de n experimentos diferentes.

Como puede observarse, el pretratamiento de las ratas con EGF durante 1,56 7
dias no modifica significativamente los valores basales de los pardmetros secretores
estudiados comparados con los valores de los animales agudos (sin pretratamiento con
EGF), si bien, y como puede apreciarse en la Tabla I, la produccion de amilasa es
ligeramente superior en ratas pretratadas con EGF durante 7 dias cuando se compara
con los observados en animales agudos o sometidos a cualquiera de los otros
tratamientos. lgualmente se observa que el flujo de secrecion en las ratas con
tratamiento cronico durante 1 dia es ligeramente mayor que en el resto de
tratamientos, mientras que la produccion de proteina total es similar en todos los
casos.

De acuerdo con estudios previos (Gonzélez y cols., 1993; Pozo y cols., 1995),
nuestros resultados en los experimentos controles de los 4 grupos experimentales
(agudas y cronicas de 1, 5 y 7 dias) demuestran que la velocidad de flujo con la
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infusion de solucion salina durante un periodo de tres horas se incrementd, aungque no
significativamente, comparado con los valores basales antes de la infusion. Los
cambios observados en el flujo se acompafaron por una disminucion en la produccién
de amilasa durante el mismo periodo, mientras que la produccién de proteina total no
varia (Figuras 1, 2, 3y 4).
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La Figura 1 muestra la modificacion que, a lo largo del tiempo, induce la
infusion intravenosa de EGF (2 ug/kg/h) sobre el flujo de secrecion, la produccién de
amilasa y la produccion de proteina total en ratas con tratamiento agudo. Como se
puede observar la administracién de EGF no modifica significativamente el flujo de
jugo pancreético, ni la produccion de proteina total durante el tiempo de infusion
comparado con el control. Sin embargo, la produccion de amilasa es ligeramente
inferior que la observada en las ratas controles durante los primeros minutos de la
infusion.
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Figura 2: Curva de tiempo de la infusion
intravenosa de solucion salina () o 2
pg/kg/h de EGF (m) sobre la secrecion de
jugo pancredtico (A), produccion de
amilasa (B) y proteina total (C) en ratas
anestesiadas pretratadas durante 1 dia con
EGF (10 pg/kg). La secrecion basal antes
del comienzo de la infusion se considera
como 100%. La barra horizontal indica la
duracién de la infusion. Cada punto
representa la media £ EEM (n = 6).

En la Figura 2 se presentan los resultados obtenidos con la infusién intravenosa
de EGF (2 pgr/kg/h) en ratas tratadas previamente durante 1 dia con EGF (10 pg/kg,
cada 8 horas). Bajo estas condiciones experimentales, la infusion de EGF provoca un
ligero descenso en el flujo de jugo pancreético a partir de la primera hora de infusion.
Esta disminucion en la velocidad de secrecion esta acompafiada por un ligero, aunque
no significativo, aumento en la produccion de amilasa durante el mismo periodo. Por
el contrario, la produccién de proteina total no muestra ninguna variacién a lo largo
del tiempo de infusion comparado con el grupo control.
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Figura 3: Curva de tiempo de la infusion
intravenosa de solucién salina () o 2
pg/kg/h de EGF (w) sobre la secrecion de
jugo pancredtico (A), produccion de
amilasa (B) y proteina total (C) en ratas
anestesiadas pretratadas durante 5 dias con
EGF (10 pg/kg). La secrecion basal antes
del comienzo de la infusion se considera
como 100%. La barra horizontal indica la
duracién de la infusion. Cada punto
representa la media £ EEM (n = 5).
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Los resultados de la infusion intravenosa de EGF (2 pg/kg/h) sobre los
parametros secretores estudiados en ratas pretratadas con EGF durante 5 dias (10
Mg/kg, cada 8 horas) se representan en la Figura 3. Como puede observarse, la infusion
de EGF causa una disminucion en el flujo de jugo pancreatico después de 1 hora de
infusion, comparado con los valores de ratas controles. La produccion de amilasa, sin
embargo, sufre un aumento después de 160 minutos de iniciarse la infusion con EGF,
mientras que la produccion de proteina total parece no modificarse sustancialmente a
lo largo de todo el periodo experimental.
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Figura 4: Curva de tiempo de la infusion
intravenosa de solucion salina () o 2
pg/kg/h de EGF (m) sobre la secrecion de
jugo pancreadtico (A), produccion de
amilasa (B) y proteina total (C) en ratas
anestesiadas pretratadas durante 7 dias con
EGF (10 pg/kg). La secrecion basal antes
del comienzo de la infusion se considera
como 100%. La barra horizontal indica la
duracion de la infusion. Cada punto
representa la media £ EEM (n = 6).

La Figura 4 representa la curva de tiempo del efecto de la infusién intravenosa
de EGF (2 pg/kg/h) sobre el flujo de secrecidn, la produccion de amilasa y la
produccion de proteina total en ratas tratadas previamente con EGF durante 7 dias (10
Mg/kg, cada 12 horas). Los resultados son similares a los observados en la ratas con
tratamiento cronico durante 1 y 5 dias, es decir, el EGF es capaz de disminuir
ligeramente la velocidad de secrecidn a partir de la primera hora de infusion. Sobre la
secrecion de amilasa la infusion de EGF provoca un ligero aumento tras los primeros
40 minutos, siendo muy similar al incremento que se produce en la ratas tratadas
durante 1 dia y més rapido que en las ratas con tratamiento crénico de 5 dias. La
produccidn de proteina total en las ratas tratadas previamente durante 7 dias con EGF
no sufre modificaciones apreciables durante todo el periodo de infusion, tal y como
sucede en las ratas con tratamiento cronico durante 1y 5 dias.
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La Figura 5 muestra la media de la respuesta porcentual integarda (RPI) del
flujo de jugo pancreético (Figura 5A), de la produccién de amilasa (Figura 5B) y de la
produccién de proteina total (Figura 5C) en respuesta a la infusion con EGF (2
pg/kg/h) en los 4 grupos experimentales y en el grupo control. La velocidad de flujo
en ratas pretratadas con EGF fue menor que en los animales control, siendo esta
disminucion solamente estadisticamente significativa en las ratas pretratadas durante 5
dias con EGF. También se observa un incremento en la produccién de amilasa en los
animales con tratamiento crénico con EGF, siendo este aumento estadisticamente
significativo en las ratas tratadas durante 1 y 7 dias. La produccién de proteina total,
como se representa en la figura 5C, no sufre modificaciones significativas en ninguno
de los grupos experimentales estudiados.
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parametros troficos.
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En la Tabla Il se observan los efectos de la administracion crénica de EGF (10
Hg/kg P.C., i.p. tres veces al dia durante 1 y 5 dias o 10 pg/kg P.C., s.c. dos veces al
dia durante 7 dias) sobre distintos parametros tréficos del pancreas de rata. Como se
observa, el peso del pancreas, el contenido de proteina total y los contenidos totales de
ADN y ARN no sufren modificaciones con ninguno de los tres tipos de tratamiento
estudiado. Unicamente el contenido de amilasa fue significativamente mayor en las
ratas tratadas con EGF durante 7 dias comparada con los animales controles.

Tabla 1l: Efectos del pretratamiento con EGF sobre diferentes parametros
tréficos del pancreas de rata.

Pardmetros Control 1 dia 5 dias 7 dias
Peso pancreas (g/kg PC) 6.49 £0.21 6.57 £0.24 6.77 £0.34 6.23 £0.49
Proteina total (mg) 178.71 +£23.30  159.97 +22.86 203.23+9.45 205.01 +5.36
Amilasa total (U) 12242 £11.89  101.33 + 16.68 105.23 +7.29 192.59 + 18.08*
ADN total (mg) 310.02 +65.67 235.38 +27.34 284.23 +79.11 202.12 + 33.75
ADN total (mg) 0.132 +0.045 0.12 £0.04 0.065 + 0.016 0.056 + 0.010

Los valores de la tabla son la media £ EEM. Estos valores se expresan como contenido total
por gramo de pancreas. (n = 4-6 ratas por grupo).
* indica diferencia significativa respecto al control (P<0.05).
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3.3 Discusion.

La hipotesis de que el EGF puede jugar un papel importante en el control de la
secrecion pancredtica exocrina viene apoyada por el hecho de la existencia de
receptores especificos para el EGF en acinos pancreaticos (Korc y cols., 1983) y por la
observacion de que el EGF modula la secrecion pancredtica exocrina in vitro
(Logsdon y Williams, 1983a). Ademas, el EGF se encuentra ampliamente distribuido
por todo el tracto gastrointestinal, incluido el pancreas (Jaworek y cols., 1992). El
tejido pancredtico tiene un contenido medio de EGF de 21.4 pg/g; valor que es nueve
veces el contenido de EGF en la mucosa duodenal y la mitad del contenido en las
glandulas salivales (Jaworek y cols., 1992). En el hombre, el jugo pancreéatico también
contiene pequefias cantidades de EGF y la secretina es capaz de producir un ligero
incremento en la produccion de este factor de crecimiento (Konturek y cols., 1992).

Nuestros resultados demuestran que la infusion intravenosa del EGF puede
provocar un ligero incremento en la secrecion de amilasa pancreética en ratas
pretratadas con EGF (Figuras 2, 3, 4 y 5B). Este efecto estimulador es parcialmente
similar al observado por Jaworek y Konturek (1990) en ratas conscientes infundidas
subcutdneamente durante 9 horas con EGF, aunque hay que tener en cuenta que
nosotros hemos observado una menor estimulacion del componente enzimatico, un
efecto que es posiblemente debido al diferente comportamiento de estas
preparaciones. Ademas, el EGF provoca un ligero descenso en el flujo de jugo
pancreético, mientras que la produccion de proteina total no varia (Figuras 5A y 5C).
Estudios previos de Logsdon y Williams (1983b) junto con nuestros propios
resultados indican que el EGF no es capaz de influir en la secrecion enzimética
durante tratamientos agudos (Figura 1). Asi, se requieren exposiciones prolongadas al
EGF para poner de manifiesto su efecto estimulador sobre la secrecion pancreética
exocrina. En este sentido, los trabajos de Logsdon y Williams (1983a; 1983b)
demuestran que la exposicion prolongada al EGF puede modificar la respuesta
secretora en cultivos de acinos pancreaticos. En el presente trabajo, sin embargo, se
obtienen resultados similares tras 3 horas de infusion con EGF en ratas pretratadas con
este factor durante 1, 5 0 7 dias (Figuras 2, 3 y 4). Nuestros resultados también indican
que el efecto del EGF sobre la secrecion pancreatica no puede ser debido a un efecto
inespecifico, ya que no hubo cambios en la presion sanguinea arterial durante la
duracion de los experimentos. No obstante, no podemos descartar que una parte de los
efectos observados en este estudio puedan ser debidos a cambios en la circulacién
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mesentérica, pardmetro que no fue estudiado.

Por otra parte, estos resultados sugieren que, en general, la administracién
cronica de EGF no ejerce efectos estimuladores ni en el crecimiento del pancreas ni en
la secrecion basal (Tabla I1). Nuestras observaciones confirman, al menos en parte, los
resultados obtenidos por Morisset y cols. (1989), pero mantienen discrepancias con los
datos in vivo mostrados por Dembinski y cols. (1982) quienes encuentran un
incremento significativo en el peso del pancreas y en los contenidos de ARN y ADN
después del tratamiento durante 5 dias con EGF 10 ug/kg cada 8 horas. Por el
contrario, Morisset y cols. (1989) no encuentran ningn cambio ni en el peso del
pancreas ni en el contenido de proteina total. Sin embargo, observan un descenso
significativo en el contenido de ADN y un incremento en el contenido de amilasa tras
4 dias de tratamiento con la misma dosis de EGF. Resultados similares han sido
demostrados previamente en ratas pretratadas durante 5 dias (Loser y Folsch, 1994) y
en conejos lactantes después de 14 dias de tratamiento con EGF (O’Loughlin y cols.,
1985).

La razon de estas observaciones tan contradictorias no esta clara y puede estar
relacionada con varias diferencias, que pueden incluir la ruta de administracion del
EGF (subcutdnea o intraperitonealmente), la dosis de EGF ensayada, las especies
animales utilizadas asi como las condiciones experimentales del estudio. Una de las
razones mas probables podria ser la diferencia en el estado de ayuno o alimentacion
que presenta el animal cuando se le administra el factor de crecimiento. En el estudio
de Dembinski (1982) los animales permanecieron en ayunas 24 horas antes del
sacrificio, es decir, durante las tres Ultimas inyecciones de EGF, que podria inducir un
efecto estimulador del crecimiento a corto plazo en los animales en ayunas comparado
con los animales alimentados normalmente. Efectos similares después de un periodo
de ayuno han sido descritos en el intestino (Tsujikawa y cols., 1990; 1992). Esto
podria demostrar que el estado de ayuno o alimentacion tiene una gran influencia en
los efectos del EGF incluso en el pancreas (Brannon y cols., 1986; Langlois y
Morisset, 1991).



4.- Estimulacion de la Via de las Tirosinas
Cinasas en el Pancreas Exocrino:
Experimentos “in vitro”
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4.1. Metodologia.

4.1.1. Lista de reactivos y soluciones.

-A-23187: londforo del calcio. Sigma Chemical Corporation.

-aFGF: Forma acida del factor de crecimiento de fibroblastos, humano recombinante.
Calbiochem

-Acido plurénico: &cido plurdnico F127. Molecular Probes Inc.

-bFGF: Forma basica del factor de crecimiento de fibroblastos, humano recombinante.
Calbiochem.

-bFGF fragmento: Fragmento del aminodcido 1 al 24 de la forma basica del factor de
crecimiento de fibroblastos. Sigma Chemical Corporation.

-BME aminodcidos: Basal Medium Eagle solucién de aminoacidos (x 100). Sigma
Chemical Corporation.

-BME vitaminas: Basal Medium Eagle solucion de vitaminas (x 100). Sigma
Chemical Corporation.

-BSA: Albumina sérica bovina. Fraccion V. Sigma Chemical Corporation.
-CCK-8: Colecistocinina octapéptido (CCK 26-33). Peninsula Laboratories, Inc.
-Colagenasa CLSPA: Worthington Biochemical Corporation.

-Defostatin, Calbiochem.

-Digitonina: Sigma Chemical Corporation.

-DMSO: Dimetilsulféxido. Merck-Schuchardt.

-DTT: Ditiotreitol. Bio-Rad.

-EDTA: Acido etilendiaminotetraacético. Sigma Chemical Corporation.

-EGF: Factor de crecimiento epidermal, humano recombinante. Calbiochem.
-EGTA: Acido etilenglicol-bis (b-aminoetiléter) N, N, N', N-tetraacético. Sigma
Chemical Corporation.

-Fumarato sodico: acido fumarico sal disodica anhidra. Fluka.

-Fura-2AM: fura-2 acetoximetil éster (cell permeant). Molecular Probes Inc, Sigma
Chemical Corporation.

-Genisteina: (4,5,7-Trihidroxiisoflavona). Sigma Chemical Corporation.
-GF109203X: Calbiochem.
-Glutamato sédico: acido L-glutdmico sal monosodica. Fluka.
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-Glutamina: L-glutamina. Sigma Chemical Corporation.

-Hepes:(acido N-[Hidroxietil] piperazina-N'-[2-etanosulfonico]). Sigma Chemical
Corporation.

-Inhibidor de tripsina. Sigma Chemical Corporation.

-NazVO,: ortovanadato sodico. Sigma Chemical Corporation.

-PAO: oxido de fenilarsina. Calbiochem.

-Phadebas: Phadebas amylase test. Pharmacia LKB Biotechnology Inc.
-Piruvato sodico: &cido pirtvico sal sodica. Fluka.

-SDS: lauril sulfato sédico. Sigma Chemical Corporation.

-Tapsigargina: Biomol, Calbiochem.

-Tirfostina A25: Sigma Chemical Corporation.

-TPA: 13, acetato de 12, O-tetradecanoil forbol. Sigma Chemical Corporation.

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

A continuacion aparecen tablas en las que se detalla la composicion de las
soluciones empleadas para la obtencion de acinos pancreéticos:

Reactivos Concentracion final
NaCl 120 mM
KCI 1,2 mM
Piruvato sodico 6 mM
Fumarato sodico 7.1 mM
Glutamato sédico 6 mM
D-glucosa 14 mM
Inhibidor de tripsinas 1 mg/mi
Solucién de aminoacidos 25 ml/I
Hepes 24 mM
KH,PO, 2 mM
MgCl, 1,2mM
Solucioén de vitaminas 1%
Glutamina 0,03 %
Albumina sérica bovina 0,2 %
CaCl, 2 mM

Tabla 1: Composicion de la solucion de lavado. Se ajusta el pH a 7.45 con NaOH 10 N.
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Reactivos Concentracion final
NaCl 120 mM
KCI 1,2 mM
Piruvato sodico 6 mM
Fumarato sddico 7,1 mM
Glutamato sddico 6 mM
D-glucosa 14 mM
Inhibidor de tripsinas 1 mg/ml
Solucién de aminoacidos 25 ml/l
Hepes 24 mM
KH,PO, 2 mM
MgCl, 1,2 mM
Solucidn de vitaminas 1%
Glutamina 0,03 %
Albumina sérica bovina 4%
CaCl, 2 mM

Tabla 2: Composicion de la solucion de parada. Se ajusta el pH a 7.45 con NaOH 10 N.

Reactivos Concentracion final
NaCl 120 mM
KCI 1,2 mM
Piruvato sodico 6 mM
Fumarato sodico 7.1 mM
Glutamato sddico 6 mM
D-glucosa 14 mM
Inhibidor de tripsinas 1 mg/mi
Solucion de aminoacidos 25 ml/l
Hepes 24 mM
KH,PO, 2 mM
MgCl, 1,2mM
Solucion de vitaminas 1%
Glutamina 0,03 %
Albumina sérica bovina 1%
CaCl, 0,5 mM

Tabla 3: Composicién de la solucion de incubacion. Se ajusta el pH a 7.45 con NaOH
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Reactivos Concentracion final
NaH,PO, 10 mM
SDS (lauril sulfato sédico) 0,1 %
Albumina sérica bovina 0,1%
CaCl, 4mM

Tabla 4. Composicion de la solucién de lisis. Se ajusta el pH a 7.8 con NaOH 10 N.

Reactivos Concentracion final
NaH,PO, 20 mM
NaCl 50 mM
Azida sédica 0,02 %

Tabla 5. Composicion del Reactivo de amilasas. Se ajusta el pH a 7.0 con NaOH 10 N.

Reactivos Concentracion final
NaCl 140 mM

KCI 4,7 mM

MgCl, 1,13 mM

HEPES 10 mM

Glucosa 10 mM

Inhibidor de Tripsina 0,01 %

CaCl, 1,1 mM

Tabla 6. Composicion del Na-HEPES. Esta solucion se prepar6 con agua de calidad
Milli-Q. Se ajusta el pH a 7.3-7.4 con NaOH 10 N.
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Se han utilizado ratas Wistar de ambos sexos y pesos corporales comprendidos
entre 200 y 300 g. Los animales han sido suministrados por el Servicio de Animalario
de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Extremadura, en condiciones de
acuerdo al Instrumento de Ratificacion del Convenio Europeo sobre proteccion de
animales vertebrados utilizados con fines cientificos (B.O.E. n°® 256 de 25 de octubre
de 1990).

Las ratas se mantenian a la temperatura ambiental de 25°C, con ciclo luz-
oscuridad de 12 horas. Ocho horas antes de su utilizacion experimental eran privadas
de alimento, permitiéndoseles el libre acceso al agua.

4.1.3. Método de aislamiento de acinos
pancreaticos.

Para el aislamiento de acinos pancreaticos se siguié el método descrito por
Peikin y cols en 1978, modificado posteriormente por Jensen y cols en 1982.

Las ratas Wistar fueron sacrificadas mediante dislocacion cervical, tras lo cual
se situaron en decubito costal derecho y se les practicé una laparotomia retrocostal
izquierda a traves de la cual se procedié al abordaje de la cavidad abdominal. Tras
seccionar el peritoneo se accedid al pancreas y se separ6 del bazo, de la curvatura
mayor del estdmago, del colon transverso y del duodeno.

El pancreas se deposito en una placa de diseccion donde inicialmente se retird
todo el tejido graso periférico, los ganglios linfaticos y los vasos sanguineos;
posteriormente se fijo sobre dicha placa y se procedid a la inyeccion de una solucién
de colagenasa disuelta en solucidon de lavado (35 unidades de colagenasa/ml).

El pancreas se introdujo en un matraz Erlenmeyer, junto con el volumen de
solucion de colagenasa que no se pudo introducir en el tejido pancreatico mediante la
inyeccion, se gasificd con oxigeno al 100% y se incubd en un bafio orbital a 150
ciclos/min y 37° C durante 10 min. Tras este periodo de tiempo se retir6 la solucién de
colagenasa sobrante, sustituyéndola por 5 ml de solucién de colagenasa nueva, se
oxigend de nuevo y se incubd durante 10 min en las mismas condiciones anteriores.
Transcurrido este tiempo se repitid la operacion de vertido de la solucion de
colagenasa, se afiadieron 8 ml de solucidn nueva y se volvié a oxigenar, incubando
nuevamente durante 10 min. Al término de este periodo se agitd vigorosamente el
matraz Erlenmeyer, con objeto de disgregar totalmente el tejido pancreatico.

La suspension obtenida se transfirio a tres tubos conicos de plastico de 15 ml de
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capacidad donde se le afiadio solucién de parada a 4° C, con la finalidad de detener la
digestion de la colagenasa.

El siguiente paso consistié en limpiar la suspension de todos aquellos restos de
la digestion asi como de los agregados de acinos demasiado grandes. Para ello la
suspension se centrifugd a 50 g durante 2 min a 4°C, se retir0 el sobrenadante y los
acinos se resuspendieron en solucion de lavado. Se repitié el proceso de centrifugado
y se resuspendieron en solucién de incubacién. En esta solucién las células acinares
permanecen viables durante el tiempo necesario para la realizacion de los
experimentos, debiendo ser oxigenadas a intervalos de 30 min.

Peridédicamente se realizaron pruebas para comprobar la viabilidad de las
células acinares. Para ello se empled la técnica de la exclusion del azul tripan, una
prueba fécil de realizar, y que permite detectar las células que han sido dafiadas
irreversiblemente durante el proceso de aislamiento (Baur y cols., 1975). La técnica se
basa en que el colorante penetra en todas las células; sin embargo, aquellas células que
mantienen integros los mecanismos de transporte activo de sus membranas, expulsan
el colorante, en tanto que las que han sido dafiadas no lo expulsan, quedandose el
colorante en el interior celular y mostrando color azul al microscopio.

4.1.4. Determinacion de la secrecidon de
amilasas.

Para determinar la secrecién de amilasas en acinos pancreaticos de rata, se
diluyé la suspension acinar obtenida por el método descrito anteriormente hasta un
volumen final aproximado de 100 ml en solucién de incubacién .

En ciertos protocolos experimentales fue necesaria la preincubacion de los
acinos con los diferentes inhibidores ensayados durante un periodo de tiempo que
dependia del inhibidor empleado.Todos los experimentos que se realizaron con el
método de la determinacion de amilasas se llevaron a cabo por duplicado.

En el instante previo a la incubacién de los acinos se tomé una pequefia muestra
de la suspensidn, 300 ul, que se centrifugd a 350 g durante dos minutos, con objeto de
detener la secrecion de amilasas de los acinos que se encontraban en dicha muestra de
la suspension. Estas muestras, denominadas muestras cero, servian para conocer
posteriormente la cantidad de amilasas que habia en el sobrenadante de la solucion
acinar previo al inicio de la incubacion con los distintos secretagogos; este valor fue
restado de todos los demas en el momento de realizar los célculos. Se tomaron dos
muestras para cada serie de experimentos.

A continuacion se llevd a cabo la incubacion de los acinos pancreéaticos con los
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agonistas estudiados. Para ello se incubaron 500 ul de la suspension de células
acinares, durante 30 min, con los distintos secretagogos, a temperatura constante de
37°C, gasificados con O, 100% al inicio de la incubacién y con agitacion de 60
ciclos/min. Con el fin de conocer la secrecion de amilasas en ausencia de estimulo, es
decir, la secrecién basal, se incubaron en las condiciones anteriormente descritas una
serie de muestras sin los secretagogos estudiados, las cuales se localizaron al inicio, en
medio y al final de las muestras incubadas con agonistas.

De la suspensién acinar empleada para la realizacion de los experimentos se
tomaron 2 muestras de 500 pl, a las que se les afiadieron 5 ml de solucion de lisis y se
agitaron. Esta solucion es capaz de lisar las membranas citoplasmaticas de la células
acinares, permitiendo que el contenido total de amilasas que hay en cada célula sea
liberado. Estas muestras se denominaron muestras totales y nos permitieron conocer la
cantidad total de amilasas que las células de la suspension acinar tenian en los
granulos de zimogeno. Asi pues, los resultados se expresaron como tanto por ciento de
secrecion respecto a la cantidad total de amilasas de la suspensién acinar.

Al finalizar el periodo de incubacion se detuvo la secrecion de amilasas
centrifugando 300 pl de cada muestra a las mismas condiciones que las muestras cero.

La determinacion de la cantidad de amilasas que se habia secretado durante la
incubacion de la suspension acinar con y sin secretagogos se llevé a cabo por el
Phadebas® Amylase Test (Gardner y Jackson, 1977; Jensen y cols, 1982), método
colorimétrico muy adecuado para el andlisis cuantitativo de la a-amilasa en una
solucion o liquido bioldgico. El reactivo es un sustrato polimero de almidén insoluble,
portador de un colorante azul. Este sustrato se hidroliza por accion de la a-amilasa
dando lugar a fragmentos azules solubles en agua. La absorbancia de la solucién azul
es funcion lineal de la actividad de la a-amilasa en la muestra.

La mezcla del reactivo se prepar6 suspendiendo el sustrato a razon de 1 tableta
de Phadebas® Amylase Test por cada 20 ml de Reactivo de amilasas. La mezcla se
mantuvo en agitacion para que la suspension del reactivo fuera uniforme, ya que el
sustrato es insoluble en agua.

Se afiadieron 200 pl de la solucién de lisis a 100 ul de las muestra cero y de las
muestras incubadas. Los 300 pl resultantes de las muestras cero, de las muestras
problemas y de las muestras de totales se incubaron con 2 ml de la mezcla del reactivo
de Phadebas a 37°C y sin agitacion, durante un periodo aproximado de 5 min. Una vez
transcurrido este tiempo se detuvo la reaccion con NaOH, (para ello se afiadieron 500
pl de NaOH 0,5 N a cada tubo). Seguidamente se diluy6 el contenido de los tubos
afiadiendo 8 ml de agua destilada a cada uno de ellos, tras lo cual se centrifugaron a
700 g durante 4 minutos para separar el sustrato del sobrenadante y poder determinar
colorimétricamente la cantidad de colorante liberado en cada tubo.
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Finalizado todo el proceso se leyd la absorbancia de las muestras en un
espectrofotometro a 620 nm de longitud de onda, se calculd la liberacién de amilasas y
se representaron los resultados como el porcentaje de la actividad amilésica total,
presente en los acinos al inicio de la incubacion, liberado al medio extracelular durante
la misma, frente a la concentracion del secretagogo (como logaritmo de la
concentracién molar).

Célculo de la secrecion de amilasas

La secrecién de amilasas se calculé6 mediante la siguiente formula:

% Secrecion de amilasa = [(Ai — Ao)/(K x At — A,)] x 100

Donde :
Ai : absorbancia del tubo de incubacién del experimento.

Ao : absorbancia de los tubos cero del mismo par de la serie experimental
(media de los dos que se realizan)

As : absorbancia de los tubos totales del mismo par de la serie experimental
(media de los dos que se realizan).

K : 3,67 (Factor de correccion debido a que la dilucion final de los tubos totales
al afadir 500 ul de suspension acinar a 5 ml de solucién de lisis fue 1/11 pero se
afiadio 3 veces més cantidad (300 pl) que de los tubos de incubacion (100 ul) para la
incubacion con el reactivo de Phadebas, por lo tanto el factor de correccién es 11/3 o
3,67).

Los datos se representan como valores sobre la secrecion basal, para lo cual a
todos los valores obtenidos con el método descrito anteriormente se les resta el valor
del basal con objeto se simplificar la realizacion de comparaciones entre los distintos
tratamientos.

4.1.5. Determinacion de la concentracion
de calcio intracelular.

4151 Introduccion.

El desarrollo de indicadores fluorescentes de la concentracion de calcio que
pueden cargarse dentro de las células marcé un hito en los estudios de la homeostasis
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del calcio celular, y se deben principalmente a Tsien y cols en los afios 80. Estos
autores popularizaron el uso del indicador quin-2 para los estudios de la concentracion
intracelular de calcio ([Ca®'];) y contribuyeron al desarrollo de nuevas sondas (tiles en
estudios de la regulacion de la [Ca*"]; por hormonas y otros agonistas.

Para el desarrollo de nuestro trabajo hemos utilizado el indicador fura-2 para las
medidas de la [Ca*"];. El fura-2 es la sonda fluorescente mas empleada para el calcio.
Este compuesto es alrededor de 30 veces mas fluorescente que el quin-2, tiene una
mayor Kd para el calcio, menor sensibilidad al magnesio, es méas fotoestable y ademas
puede utilizarse en forma de cociente entre la fluorescencia emitida por las 2
longitudes de onda de excitacion. El fura-2 se usa a concentraciones intracelulares del
orden de micromolar, contrariamente al quin-2 que se emplea a concentraciones del
orden de milimolar, y por tanto el fura-2 tiene mucho menor efecto quelante de calcio.
Con una Kd para el calcio comprendida entre 150-225 nM, este indicador es capaz de
detectar concentraciones de calcio de hasta micromolar, aunque su sensibilidad
disminuye al superar concentraciones de calcio de aproximadamente 600 nM. El
principal problema que presenta esta sonda es que la forma acetoxi-metil éster (forma
de carga en las células) no se hidrolice completamente, ademéas de su tendencia a
compartimentalizarse en organulos subcelulares durante el proceso de carga.

Cuando el fura-2 se une al calcio, su maximo de excitacion se desplaza hacia
bajas longitudes de onda, con un desplazamiento despreciable de la emision maxima.
Esto permite que el fura-2 sea utilizado como un indicador de doble excitacién. El
fura-2 libre se excita a 380 nm mientras que la forma unida al calcio se excita a 340
nm. El fura-2 tiene un punto isosbéstico (punto de isofluorescencia) a 360 nm que es
atil para monitorizar la fluorescencia no dependiente de calcio o para apreciar el
“quenching” (pérdida de fluorescencia cuando el fura-2 se une a determinados
compuestos) debido a iones de metales pesados (Figura II).
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Figura 11: Espectros de excitacion y emision del Fura-2. Tomado de Cellular Calcium: A
practical approach. The use of fluorescent indicators for measurements of cytosolic-free
calcium concentration in cell populations and single cells. Andrew P Thomas and Fernando
Delaville. Oxford University Press. 1991, pp: 1-54.

4.1.5.2 Carga con el indicador.

Una vez obtenida la suspension de células acinares realizdbamos una particion
del volumen total, destinando una parte para la determinacién de la autofluorescencia,
células que no se incubaban en presencia del indicador, y el resto se incubaban a
temperatura ambiente (20-23°C) en Na-Hepes 0.5% (p/v) BSA con una concentracion
4 pM de fura-2/AM (acetoxi-métil éster del indicador fura-2) y &cido pluronico
(concentracion final no superior al 0.025% v/v) durante 40 minutos en agitaciéon (100
ciclos/min) y constante aireacion con O, 100% saturado en agua. Concluida esta
primera incubacion se practicaba una centrifugacion suave (509) a 4°C durante 4
minutos, se decantaba el sobrenadante y se resuspendia el pellet en Na-Hepes 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
etapa estaba dirigida a dar tiempo para que se produjera la completa deesterificacion
de la forma éster del indicador a cargo de las esterasas citosolicas, lo que genera que el
indicador quede en forma idnica (fura-2) y que se 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 pellet
en Na-Hepes sin BSA. Esta suspension final de células acinares pancreéaticas 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 sesidn, mediante extrusion de azul tripAn manteniéndose viables
en un numero superior al 95%.

Todos los experimentos fueron realizados dentro de las 2 horas siguientes a la
incubacion con el indicador.
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Se colocaban alicuotas de la suspension celular sobre un cubreobjetos circular
de 22 milimetros de didmetro y 0.17 milimetros de grosor dentro de una camara de
perfusion fabricada para este propoésito; el volumen total interno de la misma no
superaba los 250 pl. A su vez la cdmara 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 pancreéticas se
perfundian con un tampon Na-Hepes, a una velocidad de flujo de 1.5 ml/min, lo que
permitia renovar completamente el contenido de la camara cada 10-15 segundos, o
con soluciones que contenian los agentes que se querian ensayar.

Para el analisis de los cambios en la [Ca*]; se utilizaron dos sistemas de
deteccion:

a.- sistema de detecciébn multipunto (Camera System) suministrado por
Newcastle Photometric Systems (NPS), y

b.- sistema digital ArgusHisCa desarrollado por Hamamatsu.

Ambos sistemas nos permitian detectar cambios en la fluorescencia emitida por
el indicador en respuesta a su excitacién con luz procedente de una ld&mpara de xenon
de arco corto de 100 watios. La excitacion cambiaba alternativamente mediante el
empleo de una rueda de filtros, bien de NPS o bien procedente de Sutter Instruments,
(modelo Lambda 10-2) capaz de cambiar las posiciones de cada uno de los filtros,
para excitar sucesivamente a 340 0 a 380 nm. La luz de longitud de onda deseada se
dirigia hacia la muestra mediante el empleo de un espejo dicroico (DM 400). La
fluorescencia emitida se recogia a una longitud de onda por encima de 505 nm por
medio de un filtro barrera situado bajo el espejo dicroico y se dirigia hacia la cAmara.

La autofluorescencia determinada en las células aisladas representaba menos del
3-5% de la sefial emitida y, por tanto no era substraida en los calculos.

4.1.5.4 Andlisis digital de la [CaZ]..

El sistema de deteccién v el software.

El sistema de deteccion multipunto NPS emplea una camara de integracion
refrigerada (Peltier Cooled Slow Scan CCD, modelo EEV CCD02-06 de Wright
Instruments UK, de 16 bits), 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
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sefal/ruido.

El sistema estd manejado por un software especifico (Camera System, version
6.61, O Newcastle Photometric Systems) que capta la fluorescencia emitida por hasta
16 regiones de interés en el campo de estudio y muestra los valores en tiempo real.
Las 16 regiones de interés se seleccionan mediante el uso del raton. Una vez
comenzado el experimento es posible realizar un seguimiento continuo 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, BCECF,
SBFI,...).

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 gréafico (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 informacién numérica y
graficamente en tiempo real.

También es posible realizar marcas de tiempo para identificar las
manipulaciones experimentales realizadas (por ejemplo, cambios de soluciones,
administracion de drogas, etc.). Esta informacion es almacenada automéaticamente y
puede ser editada en cualquier momento para su uso al término de cada sesion.

El sistema ArgusHisCa estd provisto de una cAmara Hamamatsu Hisca CCD,
modelo C6790 de alta velocidad, que permite el analisis de imagenes de fluorescencia
de diferentes regiones del campo del microscopio. El software ArgusHisCa permite un
sencillo manejo, pudiéndose realizar las mismas operaciones que con el anterior. Su
ventaja es que graba automaticamente las imagenes de fluorescencia, lo que permite
detectar posibles artefactos en los registros del ratio, mientras que el sistema de NPS
solo graba imagenes concretas a peticion del usuario durante el experimento

Cuantificacién de la fluorescencia y [Ca?t].

La cuantificacion de la [Ca®]; se basa en la transformacion de los datos
experimentales originales, esto es, el cociente F340/F380, que determina el ratio de la
fluorescencia emitida cuando las células se excitan a 340 y 380 nm respectivamente.
El calculo de la [Ca*"]; se determina por el método de Grynkiewicz y cols (1985),
utilizando la férmula:

[Ca®*]i = Kd x (R-Rmin/Rmax-R) x Sf/Sb, donde:
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Rmin es el ratio de fluorescencia en medio libre de calcio,
Rmax es el ratio de fluorescencia en condiciones de saturacion,
Sf es la intensidad de fluorescencia sin calcio con excitacion a 380 nm,

Sb es la intensidad de fluorescencia a concentracion saturante de calcio con
excitacion a 380 nm, y

Kd es la constante de disociacion del indicador fura-2 para el calcio.

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.) para 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
diferentes concentraciones de calcio que presentan las soluciones de este kit podemos
calcular el valor de esta constante. Asi pues, alicuotas de 200 pl de cada una de las
soluciones, en presencia de 10 uM de la sal pentapotasio de fura-2, se colocaban sobre
un cubreobjetos encima de la platina del microscopio y se media la fluorescencia
emitida a 505 nm cuando se excitaba a 340 y 380 nm.

Representando los cambios en la fluorescencia emitida por las muestras frente a
la concentracion de calcio tenemos una representacion lineal 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.

Para la determinacion de los restantes pardmetros (Rmin, Rmax y Sf/Sb) las
células se perfundieron con una solucion de 10 UM de ionomicina en presencia de 10
mM de CaCl, para obtener el ratio maximo de fluorescencia mientras que para el
Rmin se perfundieron con una solucién de 10 UM de ionomicina que contenia 10 mM
de EGTA. La intensidad de fluorescencia a 380 nm en condiciones de ausencia de
calcio determind el Sf, mientras que la intensidad de fluorescencia a 380 nm en
presencia de una concentracion saturante de calcio nos da el valor de Sb.

4.1.6. Tratamiento estadistico.

Los resultados obtenidos experimentalmente se han expresado como media +
error estdndar de la media (EEM), y los hemos presentado graficamente frente al
logaritmo de la concentracion del secretagogo empleado.
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Los resultados de la secrecion de amilasas se han presentado como porcentaje
de la secrecion de amilasas, respecto a la secrecién total, frente al logaritmo de la
concentracion del estimulo. Todos los datos se expresan como valores sobre la
secrecion basal. Los resultados obtenidos empleando el método de la determinacion de
calcio intracelular se expresan como [Ca®"]; en molaridad.

En las curvas dosis-respuesta se llevd a cabo una regresion no lineal para ajustar
una curva a los datos experimentales, obteniendo para cada curva los dos parametros
que la definen: Efecto maximo o EM (parametro indicativo de la eficacia) y
Concentracion eficaz 50 o EC50 (pardmetro indicativo de la potencia). Para comparar
las curvas dosis-respuesta obtenidas con distintos tratamientos se emplearon estos
pardmetros, realizando para dicha comparacion un analisis de la varianza o0 ANOVA
cuando el nimero de grupos era superior a dos o una t de Student’s cuando el nimero
de grupos a comparar era de dos. En aquellos ANOVA que mostraron diferencias
significativas entre los grupos comparados se realizaron posteriormente
comparaciones dos a dos mediante el test de Scheffe. Todos los valores de p inferiores
a 0,05 los hemos considerado como significativos.
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4.2. Resultados de la estimulacion directa
de la via de las tirosinas cinasas por
factores de crecimiento.

4.2.1. Efectos de Ilos factores de

crecimiento sobre la secreciéon de
amilasa.

En la Tabla Il se recogen los resultados de la liberacion de amilasa en respuesta
a la estimulacion de las células acinares con concentraciones crecientes de distintos
factores de crecimiento, el factor de crecimiento epidermal (EGF) y el factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF). EI FGF se ensay6 en dos de sus formas, la forma
acida (aFGF) y la forma bésica (bFGF), tanto la molécula entera como el fragmento
inicial desde el aminoécido 1 al 24.

Tabla Ill: Efecto de diferentes factores de crecimiento sobre la secrecion de
amilasa.
Concentracion EGF bFGF bFGF aFGF
(fragmento)
Basal 3.45+0.53 6.07 £0.78 4.86 +0.29 451 +0.65
320 nM 3.60 +0.62
100 nM 3.58+0.48
32 nM 3.73+0.43
10 nM 3.49 +0.58
3.2nM 3.36 £0.50
1nM 3.563+0.59 6.03 £0.95 4,77 +0.28 479+0.73
320 pM 3.62+0.41 5.51 +0.65 4.85+0.35 4.64 +0.66
100 pM 6.29 £0.81 4,68 +0.30 465+0.71
32 pM 5.51+0.63 4.61+0.29 458 +0.70
10 pM 5.79+0.72 457 +0.25 4.35+0.66
3.2pM 5.69 + 0.66 457+0.29 4.68 +0.69
1 pM 5.91+£0.75 4.79 +0.33 4.60 + 0.67

Los resultados son la media £+ EEM de 6-7 experimentos y se expresan como porcentaje del
contenido total de amilasa al comienzo de la incubacién.
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La secrecion basal de amilasa en acinos pancredticos de rata estuvo
comprendida entre 3.5 y 6% del contenido total de amilasa al comienzo de la
incubacion. La estimulacion de los acinos pancreaticos de rata con el factor de
crecimiento epidermal (EGF) durante 30 minutos a concentraciones comprendidas
entre 320 pM y 320 nM no maodificéd significativamente la secrecién de amilasa
cuando se compard con su respectivo valor basal, mostrando la secrecion unas
oscilaciones que no siguen claramente ningun patrén estimulador o inhibidor.

De forma similar, ninguna de las formas de FGF estudiadas (aFGF y bFGF —
molécula entera o fragmento-) modifico la liberaciébn de amilasa en acinos
pancreaticos de rata incubados durante 30 minutos con concentraciones crecientes de
ambos factores comprendidas entre 1 pM y 1 nM, cuando se comparan con sus valores
basales, correspondiendo las variaciones encontradas a las dispersiones que
normalmente induce la metodologia empleada.

4.2.2. Efectos de la colecistocinina
sobre |la secrecion basal de
amilasa.

Con el fin de comprobar si alguno de los factores de crecimiento objeto de
nuestro estudio podia modificar la secrecion de amilasa estimulada por secretagogos
que movilizan calcio, realizamos un serie de grupos experimentales en los que se
determind la liberacién de amilasa en acinos pancreaticos de rata en presencia de
CCK-8 y de cada uno de los factores de crecimiento. En primer lugar tratamos de
caracterizar el efecto de la CCK sobre la secrecion de amilasa en nuestras condiciones
experimentales, para asi determinar claramente las posibles modificaciones inducidas
por los agentes en estudio.

251
Figura 6: Liberacion neta de amilasa en
respuesta a concentraciones crecientes de
CCK-8. Los resultados representados son la
media = EEM sobre el valor basal (4.6 +
0.5%) de 11 experimentos.
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Cuando estimulamos acinos pancreaticos de rata con el octapéptido de
colecistocinina (CCK-8) durante 30 minutos a concentraciones comprendidas entre 1
pM y 10 nM, las respuestas secretoras obtenidas fueron dependientes de la
concentracion ensayada, como puede observarse en la Figura 6. El perfil de la curva
mostro un efecto bifasico: a bajas concentraciones de CCK-8 la secrecion de amilasa
aumentd progresivamente hasta alcanzar un efecto maximo con la dosis de 320 pM,
mientras que a concentraciones superiores a la maxima la secrecion de amilasa
comenzo a disminuir. La EC50 calculada para la CCK-8 fue de 23.9 + 1.6 pM con un
efecto maximo de 24.66 + 1.0%, que se alcanz6 con la dosis de 320 pM.

4.2.3. Interacciones de la CCK-8 con
factores de crecimiento.

Estudios previos han demostrado que el EGF puede modificar alguna de las
acciones bioldgicas de la CCK sobre las células acinares pancredticas: inhibe la
produccion de IP3, el incremento de calcio intracelular y activacion de la conductancia
del CI" en granulos de zimdgeno (Stryjek-Kaminska y cols., 1994; Profrock y cols.,
1991; Piiper y cols., 1991). Sin embargo, la accion del EGF sobre la secrecion de
amilasa inducida por CCK-8 tiene un doble efecto: inhibicidn a bajas concentraciones
de EGF y estimulacion a altas concentraciones de este mismo factor de crecimiento
(Stryjek-Kaminska y cols., 1993). Adicionalmente se ha demostrado que el EGF
reduce tanto la amilasa liberada por concentraciones subméximas de bFGF (Stryjek-
Kaminska y cols., 1995a) como la produccién de AMPc inducida por secretagogos
(Stryjek-Kaminska y cols., 1995c). Sin embargo, el efecto del bFGF sobre la secrecion
de amilasa y la movilizacion de calcio intracelular estimulada por CCK-8 no esta
clara. Por tanto, con el fin de clarificar estas observaciones contradictorias, hemos
investigado el efecto del EGF y del bFGF sobre la secrecion de amilasa estimulada por
CCK-8.
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Figura 7: Efecto del EGF sobre la secrecién
de amilasa estimulada por CCK-8. Los
acinos se incubaron con CCK-8 en ausencia
(w) o presencia () de EGF 1 nM. Los
resultados representados son la media + EEM
sobre el valor basal (3.7 + 0.4%) de 7
experimentos.
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En la figura 7 se representa la curva dosis-respuesta de la liberacion de amilasa
estimulada por CCK-8 en presencia de 1 nM de EGF. Bajo estas condiciones
experimentales, el valor de la secrecion basal fue de 3.68 + 0.44 % de la liberacion de
amilasa respecto al total. Como puede observarse, el EGF, en nuestras condiciones
experimentales, no tuvo ningun efecto significativo sobre la amilasa liberada por la
CCK-8, manteniéndose el perfil bifasico de la curva, el efecto méximo a la
concentracién de 320 pM de CCK-8 y la EC50.

Como previamente se habia demostrado que la incubacién de cultivos de acinos
pancreaticos de raton con EGF a corto y medio plazo podia modificar diferentes
funciones pancreéticas (aumento de la sintesis de ADN, aumento de la secrecién basal
de amilasa y de la estimulada por CCK-8 e incremento de la secrecion de proteina
total) (Logsdon y Williams, 1983b; Logsdon, 1986) decidimos comprobar si la
preincubacion de los acinos pancreaticos de rata a diferentes tiempos con EGF podia
modificar la respuesta secretora a la CCK.
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Para ello, las células acinares pancreaticas se preincubaron durante 1, 2 y 3
horas con EGF 1 nM y después se realiz6 la determinacion de la secrecion de amilasa
incubando los acinos con concentraciones crecientes de CCK-8 en presencia de EGF 1
nM. La Figura 8 muestra los resultados obtenidos. Como se puede observar, ninguna
de las preincubaciones con EGF modifico el patrdn de secrecion estimulado por CCK-
8, manteniéndose el perfil bifasico de la curva, el efecto méximo y la EC50.

La Figura 9 muestra el efecto del bFGF sobre la respuesta secretora inducida
por CCK-8. En este caso, las células acinares se incubaron con concentraciones
crecientes de CCK-8 en presencia de 50 pM de bFGF. Como se observa en la figura,
el bFGF reduce el efecto secretor de la CCK-8, principalmente a altas concentraciones
del secretagogo, sin modificar la sensibilidad de los acinos a la CCK-8, ya que no se
observé un desplazamiento de la curva dosis-respuesta desencadenada por CCK-8.
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Figura 9: Efecto del bFGF sobre la
secrecién de amilasa estimulada por
CCK-8. Los acinos se incubaron con
CCK-8 en ausencia (») 0 presencia () de
bFGF 50 pM. Los resultados
representados son la media + EEM sobre
el valor basal (5.9 = 0.3%) de 11
experimentos.

* indica diferencias significativas
respecto a la curva de CCK-8 sola.

A continuacion estudiamos el efecto de concentraciones crecientes de bFGF
sobre la concentracion de CCK-8 que provoca la maxima respuesta secretora, 320 pM
de CCK-8. Los resultados obtenidos se observan en la Figura 10 y estan expresados
como porcentaje de la maxima secrecion de amilasa estimulada por 320 pM de CCK-
8. El bFGF es capaz de atenuar la secrecion de amilasa inducida por 320 pM de CCK-
8 de manera dosis-dependiente. La dosis inhibitoria 50 (IC50) calculada para el bFGF

fue de 7.5 pM.

Para tratar de averiguar si este efecto inhibidor del bFGF sobre la secrecidn de
amilasa inducida por CCK-8 estaba asociada a la estimulacion de la via de las tirosinas
cinasas, utilizamos el inhibidor de la actividad tirosina cinasa tirfostina A25. Los
resultados aparecen en la Figura 10 y en la Tabla IV y muestran que la preincubacion
de las células acinares pancreaticas durante 30 minutos con 100 uM de tirfostina fue



120 Al Lajas

capaz de abolir completamente el efecto inhibidor que el bFGF ejerce sobre la
secrecion de amilasa estimulada por CCK-8, en todo el rango de concentraciones de
bFGF ensayadas. Adicionalmente comprobamos que la tirfostina no tuvo efecto sobre
la liberacion basal de amilasa aunque inhibi6 ligeramente la respuesta secretora de la
CCK-8 (Tabla IV).

110r Figura 10: Curva dosis-respuesta de la

< inhibicion del bFGF sobre la secrecion de

%,\ amilasa estimulada por CCK-8. Los acinos
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Tabla 1V: Efecto de diferentes agonistas sobre la liberacién de amilasa.

Tratamiento Liberacion de amilasa n
(% del méaximo)
Control 20.66 £1.10 11
CCK-8 320 pM 100 11
bFGF 50 pM 19.89 + 1.42 13
EGF 3.2nM 20.45+1.10 7
EGF 1 nM 21.10+1.20 7
EGF 320 nM 22,77 + 1.77 7
Tirfostina A25 100 uM 22.29+1.72 20
CCK-8 320 pM + EGF 1 nM 97.80 + 2.46 10
CCK-8 320 pM + bFGF 50 pM 87.41+£1.43%* 13
CCK-8 320 pM+bFGF 50 pM+Tirfostina A25 100 uM 101.02+£4.45 0 13
CCK-8 320 pM + Tirfostina A25 100 pM 96.87 +5.2 13

Los resultados son la media + EEM de n experimentos y se expresan como porcentaje de la
maxima respuesta secretora en presencia de 320 pM de CCK-8.

* indica diferencia estadisticamente significativa con respecto a CCK-8 sola.

Oindica diferencia estadisticamente significativa respecto a CCK-8 + bFGF.
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Efecto del EGF y del bFGF sobre
la concentracion

intracelular de

En concordancia con los resultados obtenidos en las determinaciones de la
secrecion de amilasa, el EGF no tuvo ningun efecto ni sobre la [Ca2+]i basal ni en su
movilizacion en respuesta a la CCK-8. Para estudiar si el efecto inhibidor del bFGF
sobre la liberacion de amilasa estimulada por CCK-8 se correlacionaba con una
inhibicion de la movilizacion de calcio, analizamos el efecto del bFGF sobre el
incremento de la concentracion de calcio intracelular ([Ca2+]i) inducido por CCK-8
en acinos pancreéticos.
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Figura 11: Efecto de la CCK-8
sobre la [Ca*]i. Los acinos
pancreaticos se perfundieron con
CCK-8 1 nM. La curva es
representativa de los trazados
obtenidos en 7 experimentos.

Como se observa en la Figura 11, la CCK-8 a una concentracion de 1 nM, en
medio normal de calcio (1 mM [Ca®'], ), provoca un incremento transitorio en la
[Ca’*]; seguido por una lenta y gradual recuperacion hasta los niveles basales
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Figura 12: Efecto del bFGF sobre
el incremento en la [Ca¥);
estimulado por CCK-8. Los acinos
pancreaticos se perfundieron con
bFGF 50 pM y posteriormente con
CCK-8 1 nM. La curva es
representativa de los trazados
obtenidos en 8 experimentos.
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Cuando las células acinares se pretrataron con 50 pM de bFGF (Figura 12), el
incremento en la [Ca2+]i estimulado por CCK-8 fue menor comparado con la
respuesta producida por CCK-8 sola (384 £ 12 nM versus 502 + 18 nM, Tabla V).
Esta reduccidn fue del 24% y se observo en 80 de las 112 células estudiadas.

Para comprobar si este efecto inhibidor del bFGF sobre el incremento de calcio
intracelular estimulado por CCK-8 esta relacionado con la via de las tirosinas cinasas
utilizamos nuevamente tirfostina A25. Las células acinares se perfundieron con
tirfostina A25 a la dosis de 100 uM, bFGF 50 pM y CCK-8 1 nM sucesivamente. La
Figura 13 muestra los resultados obtenidos. El efecto inhibidor que el bFGF ejerce
sobre el aumento en la [Ca*"]; provocado por CCK-8 se abolié en 43 de las 52 células
estudiadas en presencia de tirfostina. En la Tabla V también se aprecia que ni el bFGF
ni la tirfostina modifican por si mismos la [Ca?']..
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Figura 13: Efecto de la tirfostina A25 sobre la reduccion que el bFGF ejerce sobre la
movilizacién de la [Ca®*]; estimulada por CCK-8. Los acinos pancreaticos se perfundieron
primeramente con 100 uM de tirfostina A25 y seguidamente con bFGF 50 pM y CCK-8 1 nM.
La curva es representativa de los trazados obtenidos en 7 experimentos.
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agonistas.
Tratamiento Pico [Ca2+]i [Ca2+]i Neta (nM) n
(nM) (sobre el valor basal)

Control 97+ 4 232
CCK-81nM 502 + 18 404 + 16 78
bFGF 50 pM 101+4 3+05 102
Tirfostina A25 100 pM 104 £ 4 7+0.7 52
CCK-8 1 nM+ bFGF 50 pM 384+12* 287 +9* 102
CCK-8 + bFGF + tirfostina A25 483+20 386 +20 01 52

Los resultados son la media £ EEM de n células acinares.
* indica diferencia estadisticamente significativa con respecto a CCK-8 sola.
Oindica diferencia estadisticamente significativa respecto a CCK-8 + bFGF.

La Figura 13 también muestra que la aplicacion de tirfostina antes de la
estimulacién con CCK-8 provoca una rapida recuperacion de la [Ca2+]i hasta los
niveles previos a la estimulacion, sin modificar la liberacion inicial de calcio
estimulada por CCK-8. La velocidad de recuperacion de la [Ca2+]i inducida por
tirfostina fue mucho mas répida que la velocidad obtenida con la dosis maxima de
CCK-8 (Figura 13). La velocidad de recuperacion se calcul6 por un ajuste exponencial
simple de la caida en la [Ca2+]i 200 segundos después de haberse producido el pico
méaximo de calcio, calculandose la constante de tiempo para cada célula. En presencia
de tirfostina la constante de tiempo medida tras la estimulacion con CCK-8 fue
significativamente menor que la obtenida durante la estimulacion con CCK-8 sola
(46.6 = 1.2 segundos y 55.0 £ 1.3 segundos, respectivamente; p < 0.001). Sin
embargo, la aplicacién de bFGF antes de la estimulacion con CCK-8 no tiene ningun
efecto sobre la caida en la [Ca*"]; comparada con la obtenida durante la estimulacion
con CCK-8 sola (54.36 £ 0.79 segundos y 55.0 + 1.3 segundos, respectivamente).
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4.2.5. Discusion sobre la estimulacion
directa de la via de las tirosinas
cinasas.

En este trabajo hemos investigado el efecto de diferentes factores de
crecimiento sobre la secrecion pancreatica exocrina y la movilizacion de calcio
intracelular inducida por colecistocinina (CCK). Sin embargo no hemos podido
detectar ningln efecto en la liberacion de amilasa que sigue a la estimulacion de los
acinos pancreaticos con EGF, bFGF o aFGF por si solos (Tabla I11), aunque se habia
demostrado previamente que estos factores pueden inducir acumulacion de IP3,
liberacion de calcio intracelular y secrecion de amilasa (Chandrasekar y Korc, 1991).
Estudios previos han demostrado que el EGF inhibe determinadas respuestas celulares
inducidas por CCK tales como la produccién de IP3 (Stryjek-Kaminska y cols., 1994;
1993; 1995a; Profrock y cols., 1991b), la liberacion de calcio desde almacenes
intracelulares (Stryjek-Kaminska y cols., 1993), la activacién de la conductancia del
cloro en granulos de zimogeno (Piiper y cols., 1991) y la secrecion de amilasa
(Stryjek-Kaminska y cols., 1994; 1993; 1995a; Profrock y cols., 1991b). En este
estudio hemos demostrado por primera vez que el bFGF puede ejercer un efecto
inhibidor en la secrecién de amilasa y en la [Ca®*]; en respuesta a un secretagogo que
moviliza calcio, como es la CCK (Figuras 9 y 12). Pero a diferencia de lo encontrado
para el bFGF, el EGF no fue capaz de modificar el patron secretor en respuesta a
CCK-8, ni siquiera en las preparaciones sometidas a preincubacion con dicho factor de
crecimiento, demostrando nuestros resultados, por tanto, la falta de efectos secretores
de esta sustancia. EI motivo de la divergencia entre nuestros resultados y los de la
literatura no esté claro. Es posible que las discrepancias puedan estar relacionadas con
la raza y la edad de las ratas o por diferencias en los procesos de aislamiento de las
células o en las condiciones experimentales. Nosotros hemos utilizado ratas Wistar,
mientras que Chandrasekar y Korc utilizaron ratas Sprague-Dawley.

Puesto que el EGF y el bFGF se unen a similares receptores de membrana con
actividad tirosina cinasa, era de esperar que tuvieran acciones parecidas. No obstante,
nuestros resultados no apoyan esta observacion, porque de acuerdo con estudios
previos de otros autores (Chandrasekar y Korc, 1991; Stryjek-Kaminska y cols., 1994;
1995a), el EGF no tiene efectos significativos ni en la secrecion basal de amilasa ni en
la estimulada por CCK en nuestras condiciones experimentales (Tabla 111 y Figura 7).
Estos resultados inesperados podrian ser explicados por el hecho de que el receptor del
bFGF posee un dominio tirosina cinasa separado en dos regiones contiguas y un
dominio extracelular que tiene regiones similares a insulina, mientras que el receptor
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del EGF es monomeérico (Yarden y Ullrich, 1988). Por tanto, es posible que la
activacion del receptor del bFGF pueda inducir diferentes efectos que aquellos
activados por el receptor del EGF, ya que las interacciones con proteinas G de
membrana podrian ser diferentes.

Nuestros resultados con EGF estan en desacuerdo con los obtenidos por Styjek-
Kaminska y cols quienes encuentran resultados contradictorios cuando estudian el
efecto del EGF en acinos pancredticos estimulados por CCK-8. Bajas concentraciones
de EGF provocan una reduccion en la liberacion de amilasa estimulada por CCK-8,
mientras que la amilasa secretada se incrementa en respuesta a altas concentraciones
de EGF cuando se compara con CCK-8 sola (Stryjek-Kaminska y cols., 1993).
Nuestra falta de efecto no puede ser debida a las dosis utilizadas, ya que hemos
ensayado un amplio abanico de dosis que engloban a las estudiadas por otros autores.
Por tanto, diferencias en el estado funcional de los acinos pancreéticos o en el método
de preparacion de las células acinares aisladas podrian ser las responsables de estos
resultados contradictorios.

Para determinar si las tirosinas cinasas estdn implicadas en los efectos
inhibidores del bFGF tanto sobre la secrecién de amilasa como sobre la [Ca®'];
estimuladas por CCK-8, hemos utilizado el inhibidor de las tirosinas cinasas tirfostina
A25. Estudios previos confirman que la tirfostina es un potente, efectivo y especifico
inhibidor de las tirosinas cinasas (Piiper y cols.,, 1994). Nuestros resultados
demuestran que la tirfostina utilizada revierte los efectos inhibidores del bFGF en las
respuestas secretoras pancreaticas inducidas por CCK (Tabla IV y Figura 10). El
receptor del bFGF en la superficie celular, posee un dominio citoplasmatico cuya
actividad tirosina cinasa intrinseca estd regulada por la union del ligando (Dionne y
cols., 1991). Asi, aunque el bFGF no provoca estimulacion de la liberacion de amilasa
y de la [Ca™]; en acinos pancreéaticos, no es sorprendente que la tirfostina revierta el
efecto atenuador que el bFGF ejerce sobre la secrecidén de amilasa y la movilizacion
de calcio estimuladas por CCK-8.

Recientemente, se ha sugerido un posible papel de la fosforilacién en residuos
de tirosina en los mecanismos secretores estimulados por CCK-8 (Jena y cols., 1991;
Luzt y cols., 1993; Duan y cols., 1994). Ademas se ha demostrado que los inhibidores
de las tirosinas cinasas son capaces de atenuar la secrecion enzimatica en respuesta a
agonistas en células acinares pancredticas (Luzt y cols., 1993; Duan y cols., 1994; Lee
y cols., 1993). La homeostasis del calcio podria ser un sitio de accion potencial de las
tirosinas cinasas y la interconexion de ambas vias de acoplamiento. De hecho, la
utilizacion de inhibidores de tirosinas cinasas atenua la entrada de calcio en
fibroblastos y plaquetas pero sin afectar a la liberacion de calcio desde los depdsitos
intracelulares (Lee y cols., 1993; Sargeant y cols., 1993). Nuestros resultados



demuestran que los efectos del bFGF en la respuesta secretora de la CCK-8 se deben a
una reduccion en la [Ca*"]; promovida por este secretagogo en presencia del factor de
crecimiento, siendo debida ésta a la actividad tirosina cinasa estimulada por la
administracion del bFGF, ya que la administracion previa de tirfostina revierte dichos
efectos inhibidores. Por otro lado, la aplicacién de tirfostina antes de la estimulacion
con CCK-8, ademaés de revertir los efectos del bFGF, provoca una recuperacion de la
[Ca®*]; hasta niveles basales mucho mas rapida que la detectada durante la
estimulacion con CCK sola, mientras que no tiene efecto sobre la liberacion inicial de
calcio (Figuras 11 y 13). Esta rapida recuperacion podria deberse a un efecto inhibidor
de la tirfostina sobre la entrada de calcio (“capacitative calcium entry”) a la célula.
Esta posibilidad estd apoyada por los resultados de Yule y cols, quienes encuentran
que otros inhibidores de las tirosinas cinasas, tales como la genisteina, inhiben la
entrada de calcio inducida por el vaciamiento de los depdsitos intracelulares tanto por
tapsigargina como por carbacol de una forma dosis-dependiente y sin afectar a la
liberacion inicial de calcio (Yule y cols., 1994). Estos datos indican que la inhibicion
de la entrada de calcio podria en parte ser la razon de nuestros resultados y de los de
otros autores (Luzt y cols., 1993; Duan y cols., 1994; Lee y cols., 1993), que muestran
una inhibicion de la secrecion de amilasa estimulada por CCK en presencia de
inhibidores de las tirosinas cinasas.
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De forma resumida, estos resultados ponen de manifiesto los efectos inhibidores
del bFGF sobre la secrecion de amilasa y la [Ca®']; en respuesta a la CCK, un
secretagogo que moviliza calcio, mediante un mecanismo dependiente de la via de las
tirosinas cinasas. Nuestros datos, ademas, confirman el papel fisiologico de la
fosforilacidn de tirosinas en la homeostasis del calcio durante las respuestas secretoras
estimuladas por secretagogos en el pancreas exocrino.
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43. Resultados de Ila estimulacion
indirecta de la via de las tirosinas
cinasas por inhibidores de tirosinas
fosfatasas.

Una forma indirecta de estimulacion de la via de las tirosinas cinasas es el uso
de inhibidores de las tirosinas fosfatasas. Puesto que las tirosinas fosfatasas
defosforilan los residuos de tirosina que han sido fosforilados por accion de las
tirosinas cinasas, su inhibicion provoca un aumento en el nimero de residuos de
tirosina fosforilados.

Los inhibidores utilizados han sido: ortovanadato sédico (Na3VO4), oxido de
fenilarsina (C6H5As0) y defostatin (C7H8N203). Todos ellos han sido utilizados
tanto en medidas de la concentracion intracelular de calcio, como en secrecion de
amilasa.

4.3.1. Efectos del vanadato sobre la
concentracion intracelular de
calcio.

El ortovanadato sddico (a partir de ahora, vanadato) ha sido descrito como un
potente inhibidor de proteinas con actividad tirosina fosfatasa en musculo liso
(Swarup, 1982; Di Salvo y cols., 1993), si bien, en los mecanismos de accion de esta
sustancia puede también participar la inhibicién de la Na'-K*-ATPasa y/o Ca**-
ATPasa (Nayler y Sparrow, 1983; Bond y Hudgins, 1980).

Para comprobar si dicha sustancia tenia efecto sobre la [Ca®*]; perfundimos los
acinos pancreaticos de rata con vanadato a la concentracion 1 mM, en presencia de
Ca®* extracelular (1 mM [Ca®'],). Los resultados se muestran en la Figura 14. La
perfusion de las células acinares con vanadato provoca un lento y gradual aumento en
la [Ca*;, alcanzandose el valor maximo después de unos 25 minutos de perfusion. El
valor basal de la [Ca®*]; fue de alrededor de 100 nM, y el maximo después del
tratamiento con vanadato llegé a superar los 400 nM. La posterior perfusion, en
presencia de vanadato, de las células acinares con CCK-8 1 nM no produjo el tipico
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incremento en la [Ca®*]; evocado por este agonista. Este efecto se observé en 31 de las
40 células estudiadas de 4 experimentos. En el recuadro de la Figura 14 se muestra el
tipico perfil en la movilizacion intracelular de calcio que provoca la CCK-8 a la

concentracion de 1 nM.

_ Vanadato 1 mM
600 CCK-81 nM
S 400-
= 400 CCK-81nM
= 200 =
200s
0 T T 1
0 1000 2000 3000
Tiempo (s)

Figura 14: Movilizacion de calcio en respuesta a CCK-8 en células acinares pretratadas con
vanadato. Los acinos se perfundieron con vanadato 1 mM seguido por CCK-8 en medio normal
de calcio (1 mM [Ca?*],). En el recuadro interior se muestra la respuesta tipica a la CCK-8. Las
curvas son representativas de los trazados obtenidos en 4 experimentos independientes.
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Figura 15: Movilizacion de calcio en respuesta a CCK-8 en células acinares pretratadas con
vanadato. Los acinos se perfundieron con vanadato 1 mM seguido por CCK-8 en medio libre
de calcio (0 mM [Ca®'], + 0.5 mM EGTA). En el recuadro interior se muestra la respuesta
tipica a la CCK-8. Las curvas son representativas de los trazados obtenidos en 4 experimentos



independientes.
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Resultados muy similares se obtuvieron cuando los acinos pancreaticos se
perfundieron con la misma concentracién de vanadato en ausencia de calcio
extracelular (NaHEPES sin calcio que contenia 0.5 mM de EGTA) (Figura 15), es
decir, el vanadato fue capaz de incrementar la [Ca*]; e inhibir la movilizacién del
calcio inducida por CCK-8. En el recuadro de la figura se muestra la respuesta tipica
que produce la CCK-8 1 nM en ausencia de calcio extracelular.

Cuando en otro grupo experimental los acinos pancreaticos se perfundieron al
mismo tiempo con vanadato 1 mM y CCK-8 1 nM, el pico transitorio que produce la
CCK-8 no se modifico significativamente, si bien, no se produjo la recuperacion hasta
niveles basales, es decir, la [Ca?']; permanecié elevada en una fase de meseta, al
menos durante los 10 minutos controlados por nosotros (Figura 16A). Resultados
similares se observaron en ausencia de Ca®* extracelular (Figura 16B).

A B 2
600- Vanadato 1 mM 600- 0 mM [Ca®'],
CCK-81nM Vanadato 1 mM
CCK-81nM

S 400- S 400
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Figura 16: Efecto del vanadato sobre la fase de meseta de la [Ca®"]; en respuesta a CCK-8. Las
células acinares pancreaticas se perfundieron conjuntamente con vanadato 1 mM y CCK-8 1
nM en presencia (A) o ausencia (B) de calcio extracelular. Las curvas son representativas de
los trazados obtenidos en 4 experimentos independientes.

Como en estudios previos se habia demostrado que el vanadato, ademas de ser
un inhibidor de tirosinas fosfatasas, se comporta como un agente oxidante (Rubinson,
1981), decidimos comprobar si los efectos que ejercia sobre la [Ca®']; se debian a esta
propiedad. Para ello estudiamos si el agente reductor de grupos sulfidrilos ditiotreitol
(DTT) podria prevenir el efecto del vanadato sobre la movilizacién del calcio
intracelular. Como puede observarse en la Figura 17, el DTT no so6lo revierte el
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incremento en la [Ca?']; inducida por vanadato, sino que ademas es capaz de prevenir
el efecto inhibidor que el vanadato ejerce sobre la liberacion de Ca®* estimulada por

CCK-8.
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Figura 17: Efecto del ditiotreitol (DTT) sobre la movilizacién de calcio en respuesta al
vanadato y la CCK-8. Las células acinares pancreaticas se perfundieron con DTT 2mM,
vanadato 1 mM y CCK-8 1 nM en medio normal de calcio (1 mM [Ca®'],). La curva es
representativa de los trazados obtenidos en 6 experimentos independientes.

Debido a que habiamos demostrado que el vanadato era capaz de liberar calcio
desde depositos intracelulares (ya que se producia movilizacion incluso en medio libre
de calcio), quisimos caracterizar el depdsito de calcio sensible a vanadato. Para ello
utilizamos tapsigargina, un inhibidor de la Ca**-ATPasa de reticulo endoplasmatico.
La tapsigargina bloguea la reentrada de calcio hacia los depésitos intracelulares una
vez que estos han sido vaciados con agonistas. Como se observa en la Figura 18, la
aplicacién de 0.5 uM de tapsigargina en un medio libre de calcio extracelular, induce
un pronunciado y transitorio incremento en la [Ca*];, seguido de una répida
recuperacion en la [Ca®*]; hasta los valores basales como resultado de la liberacién y
vaciamiento del calcio desde los almacenes intracelulares. La administracién de
vanadato a células acinares cuyos almacenes de Ca*" habian sido vaciados por
tapsigargina fue incapaz de aumentar la [Ca®*]; (Figura 18).
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Figura 18: Efecto del vaciamiento de los depositos intracelulares de calcio inducido por
tapsigargina sobre el incremento en la [Ca*"]; producido por vanadato. Las células acinares
pancreaticas se perfundieron con 0.5 pM de tapsigargina en medio libre de calcio (0 mM
[Ca?*], + 0.5 mM EGTA) y a continuacion con vanadato 1 mM. La curva es representativa de
los trazados obtenidos en 5 experimentos independientes.

A continuacion, intentamos determinar las necesidades de calcio extracelular en
las respuestas de calcio inducidas por vanadato. Para ello realizamos los siguientes
protocolos experimentales: se perfundieron las células con vanadato en medio normal
de calcio y una vez alcanzada la meseta provocada por el vanadato se perfundieron
con la solucidn libre de calcio. El segundo protocolo consistié en la perfusién de los
acinos con vanadato en medio libre de calcio y a continuacién adicionar calcio al
medio extracelular una vez alcanzada la meseta. Los resultados obtenidos se
representan en las Figuras 19 y 20. En presencia de un medio normal de calcio
extracelular (1 mM [Ca®'],), el vanadato provoca un incremento en la [Ca®']i y la
subsecuente imposicion de un medio libre de calcio produce una pequefia disminucion
en dicha [Ca*];. Sin embargo, cuando los acinos se perfundieron con vanadato en
ausencia de calcio extracelular también se produce un incremento en la [Ca®'];, que
aumenta ligeramente tras la subsecuente aplicacion de 1 mM de calcio en el medio
extracelular.
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Figura 19: Efecto del calcio extracelular sobre la movilizacion de calcio estimulada por
vanadato. Los acinos se perfundieron con vanadato 1 mM en medio normal de calcio (1 mM
[Ca?'],) y a continuacién con medio libre de calcio (0 mM [Ca*"], + 0.5 mM EGTA). La curva
es representativa de los trazados obtenidos en 3 experimentos independientes.
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Figura 20: Efecto del calcio extracelular sobre la movilizacion de calcio estimulada por
vanadato. Los acinos se perfundieron con vanadato 1 mM en medio libre de calcio (0 mM
[Ca?'], + 0.5 mM EGTA) y a continuacién con medio normal de calcio (1 mM [Ca®'],). La
curva es representativa de los trazados obtenidos en 5 experimentos independientes.
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Debido a que se habia descrito que el vanadato incrementa la captura de “*Ca*
dentro de I6bulos pancreéticos (Proffitt y Case, 1984a), quisimos evaluar el efecto del
vanadato en la entrada de calcio estimulada por el vaciamiento de los almacenes
intracelulares inducido por tapsigargina. Para ello primeramente realizamos un
protocolo control con el fin de evalular la entrada de calcio tras el tratamiento con
tapsigargina en medio libre de calcio y la posterior perfusion con 10 mM de calcio en
el medio extracelular.
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Figura 21: Efecto del vaciamiento de los depositos intracelulares de calcio con tapsigargina
sobre la entrada de calcio desde el medio extracelular. Los acinos se perfundieron con
tapsigargina 0.5 pM en medio libre de calcio (0 mM [Ca*], + 0.5 mM EGTA) y a
continuacion se afiadié al medio de perfusién 10 mM de CaCl,. La curva es representativa de
los trazados obtenidos en 3 experimentos independientes.

La Figura 21 muestra que la respuesta a la tapsigargina se caracteriza, como ya
dijimos antes, por un aumento transitorio en la [Ca®']; seguido por un rapido retorno
hasta niveles basales. La perfusién con 10 mM de calcio extracelular provoca un
nuevo y réapido incremento en la [Ca®']; que se mantuvo elevado mientras el calcio
extracelular se mantuvo presente. Este aumento en la [Ca’; tradicionalmente se
utiliza como indice de la entrada de calcio desde el medio extracelular. Bajo estas
condiciones experimentales, pudimos comprobar que la entrada de Ca®" estimulada
por el vaciamiento de los depdsitos intracelulares tras la administracion de
tapsigargina, se incrementd cuando las células acinares se perfundieron previamente
con 1 mM de vanadato (Figura 22).
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Figura 22: Efecto del vanadato sobre la entrada de calcio desde el medio extracelular inducida
por el vaciamiento de los depoésitos intracelulares de calcio con tapsigargina. Los acinos se
perfundieron con tapsigargina 0.5 uM en medio libre de calcio (0 mM [Ca®'], + 0.5 mM
EGTA) seguido por vanadato 1 mM y 10 mM de CaCl,. La curva es representativa de los
trazados obtenidos en 4 experimentos independientes.
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Figura 23: Efecto del lantano sobre la entrada de calcio desde el medio extracelular inducida
por el vaciamiento de los depositos intracelulares de calcio con tapsigargina. Los acinos se



perfundieron con tapsigargina 0.5 uM en medio libre de calcio (0 mM [Ca®'], + 0.5 mM
EGTA) seguido por 100 uM de LaCl; y 10 mM de CaCl,. La curva es representativa de los
trazados obtenidos en 3 experimentos independientes.
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Para apoyar mejor la idea de que el vanadato modula la entrada de calcio desde
el medio extracelular, quisimos investigar la inhibicion de la entrada de calcio que
produce el lantano en presencia y ausencia de vanadato. El lantano bloquea los canales
de membrana plasmatica que utiliza el calcio para entrar al interior celular (Kwan y
cols., 1990). Como era previsible, la perfusion de los acinos con 100 uM de LaCls,
tras el vaciamiento de los depdsitos con tapsigargina en medio libre de calcio, inhibe
significativamente la entrada de calcio al interior celular (Figura 23). Sin embargo,
cuando se administré vanadato antes de la perfusion con lantano se produjo entrada de
calcio al interior celular (Figura 24), aunque esta entrada fue significativamente menor
(p < 0.0001) que la obtenida en ausencia de lantano (330 + 13 nM y 644 + 36 nM,
respectivamente).
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Figura 24: Efecto del vanadato sobre la inhibicion que el lantano ejerce sobre la entrada de
calcio desde el medio extracelular inducida por el vaciamiento de los depositos intracelulares
de calcio con tapsigargina. Los acinos se perfundieron con tapsigargina 0.5 pM en medio libre
de calcio (0 mM [Ca**], + 0.5 mM EGTA) seguido por vanadato 1 mM, 100 uM de LaCl; y 10
mM de CaCl,. La curva es representativa de los trazados obtenidos en 6 experimentos
independientes.
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4.3.2. Efectos del vanadato sobre la
secrecion de amilasa.

Como la principal funcion de las células acinares pancreaticas es la secrecion de
enzimas digestivas, también examinamos el efecto de concentraciones crecientes de
vanadato (entre 0.1 mM y 10 mM) sobre la secrecion de amilasa en condiciones
basales y tras la estimulacion con CCK-8. Los resultados se muestran en la Tabla VI.

Tabla VI: Efecto del vanadato sobre la secrecion de amilasa basal y estimulada
por CCK-8.

Tratamiento Més Vanadato (mM)

0.1 1 10
Basal 46+0.3 48+0.3 58050 7.0+x050
CCK-8 320 pM 282+110 264+15 237+£14* 185+15%*
DTT 2 mM 43+0.2 54+05 51+05 78+120
CCK-8320pM + DTT 2 mM 275+120 23.0+13* 238+14* 199+20*
GF109203X 5 uM 49+04 41+£05 49+0.6 6.2+0.6
TPA1 uM 16.1+06 0
GFX 5 uM + TPA 1 uM 10.3+04 @

La liberacién de amilasa se expresa como porcentaje del contenido total de amilasa al
comienzo de la incubacion. Los resultados son la media £ EEM de 6 experimentos.

Oindica diferencias estadisticamente significativas respecto al correspondiente valor basal.

* indica diferencias estadisticamente significativas respecto al valor obtenido con CCK-8 sola.
Oindica diferencias estadisticamente significativas respecto al valor obtenido con TPA solo.

De forma similar a los experimentos con calcio, el vanadato por si solo provoca
un aumento significativo en la secrecion de amilasa, de una manera dosis-dependiente.
Adicionalmente, el vanadato inhibe la estimulacion de la secrecion de amilasa
inducida por 320 pM de CCK-8 (dosis de CCK-8 que produce el efecto méaximo,
Figura 6). Esta inhibicién fue estadisticamente significativa (p < 0.05) a
concentraciones elevadas de vanadato. Por el contrario, el tratamiento con DTT, que
tuvo un efecto bloqueante tanto en el incremento en la [Ca®"]; estimulado por vanadato



como en el efecto inhibidor del vanadato sobre la respuesta de calcio inducida por
CCK-8, no abolié los efectos del vanadato ni en la secrecién de amilasa basal ni en la
estimulada por CCK-8.

Como previamente se habia demostrado que en células acinares pancreaticas el
vanadato estimula la secrecion de amilasa por activacion de la proteina cinasa C
(PKC) (Hirohata y cols., 1998), evaluamos esta hipoétesis estudiando el efecto del GF
109203 X (GFX), un potente y selectivo inhibidor de la PKC (Toullec y cols., 1991),
sobre la secrecion de amilasa estimulada por vanadato. En la Tabla VI se muestran los
resultados obtenidos: la incubacion de los acinos con GFX a la concentracion de 5 uM
no provocd ningun cambio significativo en la secrecion basal de amilasa, aunque
ligeramente disminuyd la liberacion de amilasa estimulada por vanadato de una forma
no significativa. Sin embargo, y como era de esperar, el GFX fue capaz de inhibir
significativamente la secrecion de amilasa inducida por el éster de forbol 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA 1 uM), un agente estimulador de la actividad de
la PKC (Ansah y cols., 1986) (Tabla V1).
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4.3.3. Discusion sobre los efectos del
vanadato.

Los resultados de nuestro estudio con vanadato muestran que este inhibidor de
las tirosinas cinasas estimula un incremento tanto en la [Ca®']; como en la secrecion de
amilasa en células acinares pancredaticas (Figura 14 y Tabla VI). Nuestros datos
también indican que el aumento en la [Ca®']; es debido principalmente a la liberacion
de calcio desde depositos intracelulares, ya que se observa incluso en un medio libre
de calcio (Figura 15). Nuestros resultados estdn de acuerdo con los obtenidos
previamente por Proffitt y Case (Proffitt y Case, 1984a; 1984Db), quienes encuentran
que el vanadato estimula la secrecion pancredtica por un efecto sobre los depdsitos de
calcio intracelulares. Ademas se ha demostrado que el pervanadato, que se genera por
peroxidacion del vanadato en presencia de H202, incrementa la secrecién de amilasa
en células acinares pancredticas de la linea AR42J (Feick y cols., 1998). Sin embargo,
nuestros resultados son en parte similares a los obtenidos por Hirohata y cols en 1998,
quienes muestran que el vanadato estimula la liberacién de amilasa sin afectar a la
movilizacion del calcio. Por otra parte, el vanadato bloqueo la liberacion de calcio
inducida por CCK-8 y este fendmeno se corresponde con su efecto inhibidor sobre la
secrecion de amilasa estimulada por este secretagogo (Figuras 14 y 15; Tabla VI).
Adicionalmente, nosotros mostramos evidencias de que el vanadato actla por un
mecanismo que implica la oxidacion de grupos sulfidrilos.

En las células acinares pancreéticas, el efecto estimulador del vanadato sobre
la [Ca®']; y su efecto inhibidor sobre la movilizacion de calcio inducida por CCK-8
podrian ser debidos a un efecto directo sobre el proceso de liberacion de calcio
sensible a CCK y no a un efecto antagdnico entre ambos agentes. Nuestros resultados,
al demostrar que el vanadato libera calcio desde depdsitos intracelulares sensibles a
tapsigargina, sugieren que la falta de efecto de la CCK-8 para inducir movilizacion de
calcio después de la aplicacion durante un largo periodo de tiempo de vanadato esta
relacionada con el vaciamiento completo de los depdsitos sensibles a agonistas por
este agente. Nuestros datos también sugieren que el vanadato inhibe el relleno de los
almacenes intracelulares con calcio, de ese modo elevaria la [Ca®']; y aumentaria la
liberacion de amilasa. Puesto que el vanadato ha sido descrito como un agente eficaz
en el bloqueo de la Ca*-ATPasa de reticulo (Simon, 1979), este efecto podria
explicar, en parte, nuestros resultados. El dep6sito de calcio sensible a vanadato es
similar al deposito que liberan los agonistas, como nos demuestra el hecho de que el
vanadato no es capaz de incrementar la [Ca®']; después del tratamiento con
tapsigargina en medio libre de calcio (Figura 18). Por otro lado, la coincubacion de las
células acinares con vanadato y CCK-8 potencia la fase de meseta de la respuesta de
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calcio a la CCK-8 sin modificar significativamente el pico maximo alcanzado con este
secretagogo (Figura 16). Esta observacion concuerda con un estudio previo en una
linea celular de tiroides de rata (Meucci y cols., 1995) donde el vanadato provoca una
fase de meseta en la respuesta del calcio a la noradrenalina sin modificar el pico de
calcio inicial debido a la activacion del receptor adrenérgico. Resultados similares se
han obtenido en células acinares pancredticas (Hirohata y cols., 1998) donde el
vanadato mantiene la fase de meseta del incremento de calcio inducido por CCK-8.
Este efecto estimulador del vanadato sobre la fase de meseta de la respuesta de calcio
a la CCK-8 podria ser debido a que bloguea los mecanismos de salida del calcio desde
el citosol al exterior, como nos indica el hecho de que el vanadato fue capaz de
mantener esta fase de meseta incluso en medio libre de calcio (Figura 16). De hecho,
se ha demostrado que el vanadato es un inhibidor de la Ca**-ATPasa de membrana
plasmatica en glébulos rojos (Bond y Hudgins, 1980) y en membrana de musculo liso
(Popescu e Ignat, 1983). Sin embargo, no podemos descartar que el mantenimiento de
la fase de meseta en presencia de vanadato sea debido Unicamente a su efecto
bloqueante de la Ca®*-ATPasa de reticulo. Por tanto nuestros datos sugieren que el
vanadato inhibe tanto la Ca®-ATPasa de depésitos, implicada en el secuestro
intracelular de calcio dentro de los almacenes intracelulares, como la Ca?*-ATPasa de
membrana plasmatica, incrementando, por tanto, la [Ca'];.

Los efectos del vanadato sobre la movilizacion de calcio se bloguearon por la
presencia del agente reductor de grupos sulfidrilos DTT (Figura 17). Se ha demostrado
previamente que los agentes que oxidan grupos sulfidrilos son capaces de movilizar
calcio en diferentes tipos celulares, como linfocitos T y células endoteliales (Fletcher
y cols., 1993; Fleming y cols., 1996). En las células acinares pancreéticas, se ha
demostrado que el timerosal, un agente oxidante de estos grupos sulfidrilos, induce
picos de calcio que son bloqueados reversiblemente por el DTT (Thorn y cols., 1992).
Ademaés se sabe que los grupos sulfidrilos tienen un papel fundamental en la funcion
de la Ca®**-ATPasa y que los agentes oxidantes de estos grupos marcadamente inhiben
el relleno de calcio dependiente de ATP en fracciones de membrana plasmética de
higado (Bellomo y cols., 1983). Nuestros datos sugieren que los efectos del vanadato
sobre la movilizacion del calcio estan mediados por un mecanismo que implica la
oxidacion de grupos sulfidrilos. Asi, el DTT, que proteje a los grupos sulfidrilos de la
oxidacion, bloquea los efectos del vanadato. Sin embargo, el DTT fue incapaz de
bloquear los efectos del vanadato tanto sobre la secrecion basal de amilasa asi como
sobre la estimulada por CCK-8 (Tabla VI). Muy recientemente se ha demostrado que
el vanadato estimula la liberacién de amilasa activando la PKC (Hirohata y cols.,
1998). Nosotros hemos analizado esta hipotesis usando GF 109203 X (GFX), un
inhibidor selectivo de esta enzima, sobre la secrecion de amilasa estimulada por
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vanadato. Nuestros resultados indican que el GFX no es capaz de inhibir el efecto
estimulador del vanadato sobre la secrecién basal de amilasa (Tabla VI). El vanadato
podria, por tanto, tener multiples sitios de accion y no podemos, con nuestros
experimentos, excluir la posibilidad de que el vanadato pueda también actuar en
alguno de los pasos finales del proceso de exocitosis.

Finalmente, nuestros estudios de los efectos del vanadato sobre la entrada de
Ca® inducida por el vaciamiento de los depdsitos tras la administracion de
tapsigargina, indican que el vanadato provoca un incremento en esta entrada de Ca®*
hacia el citosol. En nuestras condiciones experimentales, el vanadato induce un
incremento adicional en la entrada de Ca®* sobre la readmision de Ca*" extracelular en
células pancreaticas cuyo depdsito de Ca®* sensible a agonistas ha sido previamente
vaciado con tapsigargina en un medio libre de calcio (Figura 22). En este contexto es
importante sefialar que en musculo liso estd ampliamente demostrado que el vanadato
induce contracciones (Nayler y Sparrow, 1983; Di Salvo y cols., 1993; St-Louis y
cols., 1995), y que son dependientes de la presencia de Ca*" extracelular (Garcia y
cols., 1981). Ademas, en nuestras condiciones experimentales, el vanadato revierte el
efecto inhibidor del lantano (un inhibidor de la entrada de Ca** desde el medio
extracelular) (Kwan y cols., 1990) (Figuras 23 y 24). Tal efecto puede ser Gnicamente
explicado en base a que el vanadato induzca una entrada de calcio a través de canales
insensibles a lantano, o bien que el vanadato pueda desplazar el lantano del canal de
calcio o quelar a dicho ion. Sin embargo, nuestros datos también sugieren que la
movilizacion de Ca** provocada por vanadato es independiente de la presencia de Ca**
extracelular en células acinares pancreaticas. Los efectos del vanadato se observaron
con soluciones libres de Ca®*, como ya se ha mencionado anteriormente, aunque la
subsecuente perfusion de una solucién con concentracion normal de Ca** (1 mM)
produjo un pequefio incremento en la [Ca®*];, no encontrandose una explicacion
posible para estos dos hechos contradictorios.

En resumen, nuestros datos muestran que el pretratamiento de las células
acinares con vanadato conduce a una liberacién de Ca** desde depésitos intracelulares
sensibles a agonistas y a una inhibicion del incremento de Ca®* inducido por CCK-8,
mientras que la coincubacion de los acinos con vanadato y CCK-8 potencia la fase de
meseta de la respuesta de Ca** a la CCK-8. Estos efectos del vanadato son bloqueados
por DTT, lo que indica que su accidn est4d mediada probablamente por la oxidacion de
grupos sulfidrilos de las Ca**-ATPasas. Estos resultados también sugieren que el
vanadato tiene un efecto estimulador sobre la entrada de Ca?* inducida por el
vaciamiento de los depésitos intracelulares con tapsigargina. Finalmente, los efectos
del vanadato en la movilizacién del Ca?* se correlacionan, al menos en la mayor parte,
con la secrecion de amilasa estimulada por vanadato.
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4.3.4. Efectos del 6xido de fenilarsina
(PAO) sobre la concentracion
intracelular de calcio.

El 6xido de fenilarsina (desde ahora, PAO) es un compuesto trivalente de
arsénico permeable que favorece la formacion de complejos entre grupos sulfidrilos
vecinos de proteinas para formar estructuras de anillos estables (Li y Pickart, 1995), y
que se utiliza ampliamente como inhibidor de tirosinas fosfatasas (Fletcher y cols.,
1993; Kumada y cols., 1996). Para comprobar su efecto sobre la [Ca*"]; perfundimos
las células acinares con 100 uM de PAO en un medio extracelular con 1 mM de
calcio. En la Figura 25 se observa que la administracion de PAO produce un lento y
gradual aumento en la [Ca?'];, alcanzando el maximo después de 8-9 minutos de
perfusion y estando este valor proximo a 200 nM de calcio. La estimulacién posterior
con CCK-8 1 nM no produce la respuesta tipica que se obtiene con CCK-8 sola, sino
que se produce s6lo un ligero aumento en la [Ca®*];. Este comportamiento se observo
en 54 de las 72 células estudiadas en 5 experimentos independientes.
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Figura 25: Movilizacion de calcio en respuesta a CCK-8 en células acinares pretratadas con
PAO. Los acinos se perfundieron con PAO 100 pM seguido por CCK-8 1 nM en medio normal
de calcio (1 mM [Ca*'],). En el recuadro interior se muestra la respuesta tipica a la CCK-8. Las
curvas son representativas de los trazados obtenidos en 5 experimentos independientes.
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Resultados similares se obtuvieron cuando los acinos se perfundieron con la
misma concentracion de PAO en un medio libre de calcio (NaHEPES sin calcio que
contenia 0.5 mM de EGTA), es decir, es capaz de incrementar la [Ca®']; e inhibir el
incremento en la [Ca®*]; inducido por CCK-8 (Figura 26).

0 mM [Ca®*],
400- PAO 100 uM
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s VY8
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S 200s
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Figura 26: Movilizacion de calcio en respuesta a CCK-8 en células acinares pretratadas con
PAO. Los acinos se perfundieron con PAO 100 uM seguido por CCK-8 1 nM en medio libre
de calcio (0 mM [Ca®*], + 0.5 mM EGTA). En el recuadro interior se muestra la respuesta
tipica a la CCK-8. Las curvas son representativas de los trazados obtenidos en 6 experimentos
independientes.

El efecto del PAO sobre la movilizacion del calcio tampoco se vio afectado por
la perfusion con lantano (LaCl; 10 uM), un inhibidor de la entrada de calcio desde el
medio extracelular (Kwan y cols., 1990) (Figura 27). Los recuadros insertados dentro
de estas tres figuras muestran los efectos que produce la CCK-8 sola sobre la
movilizacion de calcio en un medio normal y en un medio libre de calcio y el efecto
del lantano sobre la entrada de calcio desde el medio extracelular estimulada por la
deplecion de los depésitos intracelulares de Ca** provocada por tapsigargina.
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Figura 27: Movilizacion de calcio en respuesta a lantano en células acinares pretratadas con
PAO. Los acinos se perfundieron con PAO 100 uM seguido por 10 uM de lantano en medio
normal de calcio (1 mM [Ca®'],). En el recuadro interior se muestra el efecto de 10 pM de
lantano sobre la entrada de calcio desde el medio extracelular inducida por el vaciamiento de
los depdsitos intracelulares de calcio con 0.5 M de tapsigargina y la subsecuente perfusion con
5 mM de CaCl,. Las curvas son representativas de los trazados obtenidos en 6 experimentos
independientes.

También estudiamos si el efecto inhibidor que el PAO ejerce sobre el aumento
en la [Ca®]; estimulado por CCK-8 estaba relacionado con una inhibicion del
acoplamiento entre el receptor de la CCK y la correspondiente proteina G, o si esta
inhibicion tenia lugar en un paso posterior a la activacion de la proteina G. Para ello
utilizamos una combinacién de NaF (10 mM) y AICI; (10 uM). Estas sales se
combinan originando fluoroaluminato (AIF,) que activa inespecificamente varias
proteinas G conduciendo a un incremento en la [Ca?']; a través de la estimulacion de la
fosfolipasa C (PLC) unida a proteinas G (Shuttleworth, 1990). Como se observa en la
Figura 28, la perfusion de las células acinares pancreaticas con NaF + AICI; provoco
un patrén de oscilaciones de baja frecuencia de la [Ca*]; en 27 de 40 células
estudiadas en 3 experimentos. Sin embargo, la posterior administracion de PAO 100
1M al medio de perfusion inhibid las oscilaciones iniciadas por AIF’, aunque la [Ca®*];
permaneci6 elevada en comparacion con el valor basal. Esta inhibicion fue rapida e
irreversible, ya que la retirada de PAO del medio de perfusion no reprodujo el patron
oscilatorio inducido por AlF,.
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Figura 28: Efecto del PAO sobre las oscilaciones de calcio inducidas por AlF,. Las células
acinares pancreaticas se perfundieron con NaF 10 mM + AICI; 10 uM y posteriormente con
100 pM de PAO en medio normal de calcio (1 mM [Ca*"],). La curva es representativa de los
trazados obtenidos en 3 experimentos independientes.
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Figura 29: Efecto del vaciamiento de los depositos intracelulares de calcio con una
concentracion maxima de CCK-8 sobre el incremento de calcio estimulado por PAO. Las
células acinares pancreaticas se perfundieron con CCK-8 1 nM y posteriormente con 100 uM
de PAO en medio libre de calcio (0 mM [Ca?'], + 0.5 mM EGTA). La curva es representativa
de los trazados obtenidos en 4 experimentos independientes.



La aplicacién de 100 pM de PAO a células acinares cuyos depésitos de Ca®*
intracelular fueron previamente vaciados por una concentracion maxima de CCK-8 (1
nM) o por 0.5 uM de tapsigargina en ausencia de calcio extracelular, fue todavia capaz
de incrementar la [Ca™"]; (Figuras 29 y 30). Este comportamiento se produjo en las 34
células estudiadas en 3-4 experimentos, aunque los incrementos fueron
significativamente menores que los obtenidos durante la estimulacion con PAO solo
(102 £ 9 nM después de CCK-8 mas PAO [Figura 29], 147 £ 9 nM después de
tapsigargina mas PAO [Figura 30] y 248 + 16 nM después de PAO [Figura 26]; p <
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Figura 30: Efecto del vaciamiento de los depositos intracelulares de calcio con tapsigargina
sobre el incremento de calcio estimulado por PAO. Las células acinares pancredticas se
perfundieron con 0.5 uM de tapsigargina y posteriormente con 100 pM de PAO en medio libre
de calcio (0 mM [Ca®*], + 0.5 mM EGTA). La curva es representativa de los trazados
obtenidos en 4 experimentos independientes.

De manera similar a lo realizado en el grupo experimental del vanadato,
también investigamos el efecto del agente reductor de grupos sulfidrilos, DTT, sobre
la liberacidn de calcio inducida por PAO y sobre el efecto inhibidor que el PAO ejerce
sobre la movilizacion de calcio estimulada por CCK-8. Como se observa en la Figura
31, el DTT revirtio completamente tanto el incremento de calcio inducido por PAO,
como su efecto inhibidor sobre el aumento de la [Ca®*]; estimulado por CCK-8.
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Figura 31: Efecto del ditiotreitol (DTT) sobre la movilizacién de calcio en respuesta a PAO y
CCK-8. Las células acinares pancredticas se perfundieron con 2 mM de DTT, PAO 100 uM y
CCK-8 1 nM en medio normal de calcio (1 mM [Ca®*],). La curva es representativa de los
trazados obtenidos en 3 experimentos independientes.

Por el contrario, la perfusién de las células acinares con 10 UM de genisteina,
un inhibidor de la proteinas tirosinas cinasas, no modificd ni la liberacion de ca**
inducida por el PAO ni revirtio el efecto inhibidor del PAO sobre el incremento en la
[Ca®*]; estimulado por la CCK-8 (Figura 32). Sin embargo, tenemos que destacar que
no se utilizaron las concentraciones de genisteina descritas en la literatura (100 pM),
gue muestran efectos para esta sustancia (Yule y cols., 1994), porque se produjeron
interferencias con la sefial de fluorescencia emitida por el fura-2.
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Para conocer el posible mecanismo por el que el PAO produce liberacion de
Ca®" intracelular, examinamos los efectos del PAO en presencia de rianodina. Tanto
en células excitables como en no excitables, los efectos de la rianodina son duales: a
bajas concentraciones (10 nM-10 uM) provoca activacion de los canales que liberan
calcio hacia el citosol, mientras que a altas concentraciones (por encima de 10 uM), la
rianodina bloquea la activacion de estos canales (Shoshan-Barmatz, 1990;
Verkhratsky y Shmigol, 1996). Para conseguir este objetivo los acinos pancreaticos se
perfundieron con rianodina a la concentracion de 50 pM y a continuacién con 100 uM
de PAO en medio libre de calcio. Nuestros resultados (Figura 33) muestran que el
pretratamiento de los acinos pancreéticos con rianodina provoca una disminucion en la
respuesta de calcio estimulada por PAO, siendo esta disminucion estadisticamente
significativa cuando se compara con la respuesta obtenida tras la perfusion con PAO
solo (164 + 6 nM [Figura 33] y 248 + 16 nM [Figura 26], respectivamente, p < 0.05).
Esta reduccion fue del 45% y se observd en 19 de 29 células estudiadas en 3
experimentos (panel interior de la Figura 33).
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Figura 33: Efecto de la rianodina sobre el incremento de calcio estimulado por PAO. Las
células acinares pancredticas se perfundieron con 50 UM de rianodina y posteriormente con
PAO 100 pM en medio libre de calcio (0 mM [Ca®'], + 0.5 mM EGTA). La curva es
representativa de los trazados obtenidos en 3 experimentos independientes. En el recuadro
interior de la figura se muestra el incremento de calcio inducido por PAO en presencia y
ausencia de rianodina. Los valores representan la media + EEM de 3 experimentos. * indica
diferencias significativas (p<0.05).
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También se realizaron experimentos para determinar si la rianodina podia adn
reducir el incremento en la [Ca*; inducida por PAO en acinos pancreéticos cuyos
depdsitos intracelulares sensibles a IP3 habian sido vaciados previamente con
tapsigargina. Bajo estas condiciones experimentales, (Figura 34) la rianodina redujo la
liberacion de calcio inducida por PAO comparada con la respuesta obtenida con PAO
solo en células cuyos depositos habian sido vaciados con tapsigargina (81 = 2 nM
[Figura 34] y 147 £ 9 nM [Figura 30], respectivamente; p < 0.05).

Figura 34: Efecto de la rianodina
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Estos resultados sugieren que la mayoria de los depositos de calcio sensibles al
PAO poseen receptores de rianodina. El resto del depoésito podria estar asociado con
los receptores de IP3. Sin embargo, la cafeina, que ha sido utilizada ampliamente para
bloquear la produccion de IP3 (Toescu y cols., 1992) o para inactivar los efectos del
IP3 (Wakui y cols., 1990), no modifico significativamente el incremento de calcio
estimulado por PAO (Figura 35). En la Figura 36 se muestra el tipico efecto inhibidor
de la cafeina sobre la liberacion de calcio inducida por CCK-8.
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Figura 35: Efecto de la cafeina sobre el incremento de calcio estimulado por PAO. Las células
acinares pancreaticas se perfundieron con 15 mM de cafeina y posteriormente con PAO 100
UM en medio libre de calcio (0 mM [Ca®'], + 0.5 mM EGTA). La curva es representativa de
los trazados obtenidos en 3 experimentos independientes. En el recuadro interior de la figura se
muestra el incremento de calcio inducido por PAO en presencia y ausencia de cafeina. Los
valores representan la media + EEM de 3 experimentos.

Figura 36: Efecto de la cafeina sobre
C1O0K8 — el incremento de calcio estimulado
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4.3.5. Efectos del 6xido de fenilarsina
sobre la secrecion de amilasa.

Al igual que hicimos con el vanadato, quisimos comprobar el efecto del PAO
sobre la secrecion de amilasa estimulada por secretagogos. Los resultados se muestran
en la Tabla VII.

Tabla VII: Efecto del PAO sobre la secrecion de amilasa basal y estimulada por
CCK-8.

Tratamiento Maés PAO (M)

10° 10™ 107
Basal 46+0.3 6.2£0.70 89+£100 9.3+£080
CCK-8 320 pM 258+150 108+10* 123+17* 11.3+08%*
DTT 2mM 43+0.2 49+£040 51+050 40+£040
CCK-8320pM + DTT 2 mM 248+170 229+180 21.8+150 203+x24(0
AlF 410 uM 241+190 93+06¢ 114+x08¢ 123+08+

La liberacién de amilasa se expresa como porcentaje del contenido total de amilasa al
comienzo de la incubacion. Los resultados son la media £+ EEM de 6 experimentos.

Oindica diferencias estadisticamente significativas respecto al correspondiente valor basal.

* indica diferencias estadisticamente significativas respecto al valor obtenido con CCK-8 sola.
Oindica diferencias estadisticamente significativas respecto al valor obtenido con PAO solo.
Oindica diferencias estadisticamente significativas respecto al correspondiente valor de PAO +
CCK-8.

+ indica diferencias estadisticamente significativas respecto al valor de AlF, solo.

Como se muestra en la Tabla VII, el PAO estimula la secrecion de amilasa de
una manera dosis-dependiente. Adicionalmente, el PAO inhibe la amilasa liberada por
320 pM de CCK-8 a todas las concentraciones de PAO ensayadas. Estos efectos del
PAO tanto sobre la secrecion basal de amilasa como sobre la estimulada por CCK-8
son revertidos por accion del DTT, un compuesto que por si solo no modifica ni la
secrecion basal de amilasa ni la estimulada por CCK-8. De manera similar, el PAO
también provoca una inhibicién de la secrecién de amilasa inducida por la activacion
de proteinas G con AlF,.
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4.3.6. Discusion sobre los efectos del
oxido de fenilarsina.

Los resultados de nuestro estudio con PAO muestran que este agente reactivo de
grupos tiol estimula un incremento tanto en la [Ca®*]; como en la secrecion de amilasa
en las células acinares pancreaticas (Figura 25 y Tabla VII). Nuestros datos también
indican que este incremento en la [Ca*]; se debe principalmente a la liberacion de
calcio desde depdsitos intracelulares, ya que también se produce en medio extracelular
libre de calcio y la administracion de lantano no modifica la [Ca**]; (Figuras 26 y 27).
Por otra parte, el PAO reduce fuertemente la liberacion de calcio inducida por CCK-8
(Figuras 25 y 26), resultado que se correlaciona con la inhibicién que el PAO ejerce
sobre la secrecién de amilasa estimulada por CCK-8 (Tabla VII). Adicionalmente se
presentan evidencias de que, al menos en parte, el PAO actla sobre los receptores de
rianodina.

En las células acinares pancreéticas, el efecto estimulador del PAO sobre la
[Ca®*]; y su efecto inhibidor en la movilizacién de calcio inducida por agonistas podria
deberse, al igual que ocurria con el vanadato, a un efecto directo sobre el proceso de
liberacion de calcio. Resultados similares se han observado en células humanas HelLa
después de la adicion de timerosal (un agente oxidante de grupos tioles) (Bootman y
cols., 1992). Nuestros resultados de que el PAO libera calcio desde depdsitos
intracelulares, sugieren que la falta de efecto de la CCK-8 para elevar la [Ca?'];
después del tratamiento con PAO es en parte debida al vaciamiento parcial o total de
los depdsitos por este agente. En este contexto, es importante resaltar que el PAO
inhibe la sefial de calcio generada por la activacion de proteinas G (Figura 28),
sugiriendo que, al menos, una parte del efecto inhibidor sobre la respuesta de calcio
inducida por CCK tendria lugar en pasos posteriores a la activacion de las proteinas G
y no sobre el receptor de la CCK o sobre su union con proteinas G. El depdsito de
calcio sensible a PAO es mayor que el sensibe a agonistas, como demuestra el hecho
de que el PAO todavia es capaz de movilizar calcio después del tratamiento con CCK-
8 o tapsigargina en medio libre de calcio (Figuras 29 y 30).

Ya hemos comentado anteriormente que los agentes oxidantes de grupos
sulfidrilos son capaces de liberar calcio en diferentes tipos celulares, como células
endoteliales (Fleming y cols., 1996), linfocitos T (Fletcher y cols., 1993), plaquetas
(Hecker y cols., 1989), hepatocitos (Rooney y cols., 1991), huevos de hamster
(Swann, 1991) y acinos pancreéticos (Thorn y cols., 1992). Sin embargo, no se conoce
con exactitud sobre qué deposito intracelular de calcio ejercen su accién estos agentes
oxidantes. Hay trabajos que ponen de manifiesto sus efectos sobre la inhibicion de las
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Ca®*-ATPasas (Bellomo y cols., 1983), sobre la sensibilizacion tanto de la liberacién
de calcio inducida por calcio (CICR) en huevos de hamster (Swann, 1991) como de la
movilizacion de calcio estimulada por IP3 en células HeLa (Bootman y cols., 1992).
En nuestras condiciones experimentales, los efectos del PAO sobre la movilizacion del
calcio son bloqueados en presencia de DTT (Figura 31), un agente reductor de grupos
sulfidrilos. Esto indica que el estado de oxidacion de los grupos tioles de los canales
de calcio y/o de las bombas asociadas a los almacenes intracelulares de calcio juegan
un papel fundamental en su funcién normal. En las células acinares pancreéticas se ha
demostrado que los picos de calcio inducidos por timerosal se bloquearon
reversiblemente en presencia de DTT (Thorn y cols., 1992). EI DTT también revierte
la formacion de H,O, dependiente de Ca®*/NADPH inducida por PAO en la
membrana plasmatica de células del tiroides (Gorin y cols., 1997), y también se sabe
que la inhibicion de la formacion de radical superoxido estimulada por PAO en
neutréfilos humanos se revierte especificamente por 2,3-dimercaptopropanol, un
competidor de grupos ditioles vecinos (LeCabec y Maridonneau-Parini, 1995).

Por otra parte, existen evidencias de que el receptor de rianodina que media la
liberacion de calcio inducida por calcio en el reticulo sarcoplasmico posee grupos
sulfidrilos necesarios para su funcion (Klonowski-Stumpe y cols., 1997) y que el
calcio puede ser liberado desde el reticulo sarcoplasmico via la apertura del canal de
rianodina por agentes oxidantes de estos grupos sulfidrilos (Trimmy cols., 1986; Zaidi
y cols., 1989), incluyendo determinadas especies reactivas de oxigeno (Favero y cols.,
1995). Nuestros resultados apoyan la hipétesis de que los agentes que reaccionan con
grupos tioles pueden modular los receptores de rianodina de los almacenes
intracelulares de calcio. Primero, los efectos del PAO se bloquean con DTT (Figura
31). Segundo, el pretratamiento de las células acinares pancreaticas con altas
concentraciones de rianodina para bloquear los receptores de rianodina (Shoshan-
Barmatz, 1990; Verkhratsky y Shmigol, 1996), redujo la liberacion de calcio en
respuesta a la subsecuente adicion de PAO (Figura 33). Aunque no podemos excluir
una interaccion con proteinas de membrana plasmatica, el mecanismo méas probable
para explicar nuestros resultados es la interaccion del PAO con el canal de calcio
sensible a rianodina.

No obstante, aunque una parte substancial del depdsito de calcio sensible a PAO
posee receptores de rianodina, el PAO todavia es capaz de liberar una pequefia
cantidad de calcio en células acinares pancreaticas cuyos depdsitos intracelulares de
calcio sensibles a agonistas han sido previamente vaciados con tapsigargina y en los
cuales los receptores de rianodina se bloguearon con una concentracion alta de la
misma (Figura 34). Este resultado nos presenta la posibilidad de que el PAO induce
liberacion de calcio no solo via receptores de rianodina, sino también a través de una



ruta diferente. Aunque el calcio movilizable por PAO incluye al depésito sensible a
IP3, el receptor de IP3 no parece ser la via activada por PAO dado la falta de efecto de
la cafeina, un antagonista del receptor de IP3 en acinos pancreéaticos (Wakui y cols.,
1990) (Figuras 35 y 36). Por tanto, nuestros resultados sugieren que el PAO puede
también movilizar calcio desde otro tipo de deposito de calcio, que podria ser la
mitocondria.
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De hecho, la localizacién e identidad de los depositos intracelulares de calcio es
todavia poco conocida. El consenso general es que el reticulo endoplasmético posee
receptores de IP3 en casi todos los tipos celulares, aunque en acinos pancreéticos los
granulos secretores acumulados en el polo luminal parecen ser el sitio para la
liberacion fisioldgica de calcio via receptores de IP3 y rianodina (Ward y cols., 1995).
Sin embargo, todavia no se ha demostrado si los receptores de rianodina e IP3 se
localizan en distintos depdsitos (Malgaroli y cols., 1990) o si estan presentes a la vez
en el mismo tipo de almaceén intracelular de calcio (Giannini y cols., 1992).

Finalmente, nuestros datos de la accion del PAO sobre la secrecion enzimatica
indican que el PAO provoca un incremento en la secreciéon basal de amilasa de una
manera dosis-dependiente, e inhibe la estimulacién de la secrecion de amilasa por
agonistas que incrementan la [Ca®*]; (Tabla V11). Es probable que el efecto del PAO se
deba a su capacidad para incrementar la [Ca*]. Si el PAO vacia el calcio almacenado
en los depdsitos intracelulares, la inhibicion ejercida por el PAO sobre la secrecién de
amilasa estimulada por secretagogos que median su mecanismo de accién a traves de
la via del calcio, podria deberse a una ruptura de la sefial normal de calcio. Al igual de
lo que sucede con los experimentos de calcio, el DTT es capaz de bloquear los efectos
del PAO tanto sobre la liberacion basal de amilasa como sobre la estimulada por
CCK-8 (Tabla VII).

En resumen, nuestros resultados ponen de manifiesto que el PAO moviliza
calcio desde almacenes intracelulares e inhibe el incremento de la [Ca®*]; estimulado
por agonistas. Estos efectos del PAO pueden ser blogueados por DTT, indicando que
su accion esta asociada a canales y/o bombas que contienen grupos tiol proximos.
Estos resultados también sugieren que la liberacion de calcio en respuesta al PAO, al
menos en su mayor parte, se origina en depositos sensibles a rianodina.
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4.3.7. Efectos del defostatin sobre la
concentracion intracelular de
calcio.

El defostatin, es un compuesto fendlico aislado recientemente en cultivos de
Streptomyces sp y que se caracteriza por comportarse como un inhibidor de proteinas
tirosinas fosfatasas (Imoto y cols., 1993; Watanabe y cols., 1995).

Para comprobar sus efectos sobre la [Ca®*];, las células acinares pancreéticas se
perfundieron con 100 uM de defostatin en medio normal de calcio (1 mM [Ca®*].).
Como se observa en la Figura 37, el defostatin provoca un lento y gradual incremento
de la [Ca*;, alcanzando el maximo después de mas de 5 minutos de exposicion. La
subsecuente adicion de CCK-8 al medio de perfusion no es capaz de producir el
aumento tipico en la [Ca®]; que induce concentraciones maximas de CCK-8. Este
efecto se observo en 50 de las 69 células estudiadas de 6 experimentos independientes.
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400+
=
S 300-
— CCK-81nM
Et‘(ﬁ S
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Figura 37: Movilizacion de calcio en respuesta a CCK-8 en células acinares pretratadas con
defostatin. Los acinos se perfundieron con defostatin 100 uM seguido por CCK-8 1 nM en
medio normal de calcio (1 mM [Ca®]o). En el recuadro interior se muestra la respuesta tipica a
la CCK-8 bajo las mismas condiciones experimentales. Las curvas son representativas de los
trazados obtenidos en 6 experimentos independientes.
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El defostatin también es capaz de incrementar la [Ca®*]; en medio libre de
calcio, es decir, en NaHEPES sin calcio y suplementado con 0.5 mM de EGTA
(Figura 38), aungue el aumento alcanzado es significativamente menor que en medio
normal de calcio (78 £ 12 nM versus 155 + 12 nM, p<0.05).

500- [Caz*'_l0 0mM Figura 38: Movilizacion de calcio
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% 300 de calcio (0 mM [Ca®']o + 0.5 mM
Z i EGTA). La curva es representativa
© 2004 de los trazados obtenidos en 6
12 experimentos independientes.
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0 250 500 750 1000
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El efecto del defostatin sobre la movilizacion del calcio tampoco se vio
afectado por la perfusion con lantano (LaCl; 10 pM), un inhibidor de la entrada de
calcio desde el medio extracelular (Kwan y cols., 1990) (Figura 39). En el recuadro
interior de esta figura se observa la inhibicion en la entrada de calcio desde el medio
extracelular que produce el lantano en células acinares cuyos depdsitos de calcio han
sido vaciados previamente con tapsigargina.

Por otra parte, y de forma similar a los resultados con vanadato, la incubacion
conjunta de las células acinares pancreaticas con defostatin y CCK-8 no modifico
significativamente el pico transitorio de calcio inducido por CCK-8, aunque la fase de
meseta tras la estimulacion con CCK-8 se mantuvo elevada comparada con la [Ca?'];
basal (Figura 40).
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Figura 39: Movilizacion de calcio en respuesta a lantano en células acinares pretratadas con
defostatin . Los acinos se perfundieron con defostatin 100 uM seguido por LaCI3 10 pM en
medio normal de calcio (1 mM [Ca®'],). En el recuadro interior se muestra el efecto de 10 pM
de lantano sobre la entrada de calcio desde el medio extracelular inducida por el vaciamiento
de los depdsitos intracelulares con tapsigargina 0.5 uM y la subsecuente perfusion con 5 mM
de [Ca®'],. Las curvas son representativas de los trazados obtenidos en 6 experimentos

independientes.
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Figura 40: Efecto del defostatin
sobre la fase de meseta de la
[Ca®]; en respuesta a CCK-8. Las
células acinares se perfundieron
conjuntamente con defostatin 100
pM y CCK-8 1 nM en medio
normal de calcio (1 mM [Ca?'],).
La curva es representativa de los
trazados  obtenidos en 6
experimentos independientes.
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También investigamos si el efecto inhibidor que el defostatin ejercia sobre el
incremento de calcio inducido por CCK-8 era debido a una inhibicion del
acoplamiento entre el receptor de la CCK y la proteina G correspondiente o si tenia
lugar en un paso posterior. Para ello utilizamos una combinacion de NaF y AICI; que
conduce a la formacién de AlIF 4, un compuesto que activa varias proteinas G de forma
no especifica y que produce un incremento en la [Ca®]; a través de proteinas G
acopladas a la estimulacion de la PLC (Shuttleworth, 1990). Como se observa en la
Figura 41, la administracion de AIF, produjo oscilaciones de baja frecuencia en la
[Ca®*]; en 15 células de las 22 estudiadas en 3 experimentos independientes. La
adicion posterior de defostatin al medio de perfusion inhibié el patron oscilatorio
iniciado por AIF,, pero la [Ca*]; permanecid elevada en comparacién con el nivel
basal. Esta inhibicion fue muy rapida e irreversible, ya que la retirada del defostatin
del medio de perfusién no consiguié que la [Ca*"]; retornara al patron de oscilatorio
iniciado por AlF .

500- NaF 10 mM + AICl3 10 pM Figura 41: Efecto del defostatin
Defostatin 100 pM sobre las oscilaciones de calcio

400 _— inducidas por AlIF,. Los acinos
’E'\ se perfundieron con NaF 10 mM
£ 3004 + AICIl; 10 uM vy posteriormente
= con defostatin 100 pM en medio
“‘8 2004 normal de calcio (1 mM [Ca®],).
— La curva es representativa de los
100- trazados  obtenidos en 3

experimentos independientes.
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De manera similar a los resultados con PAO, la aplicacion de defostatin a
células acinares cuyos depdsitos de calcio intracelulares habian sido previamente
vaciados con tapsigargina en medio libre de calcio fue todavia capaz de inducir
liberacion de calcio y consecuentemente se observé incremento en la [Ca?']; en todas
las células estudiadas de 3 experimentos (Figura 42).
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Figura 42: Efecto del
vaciamiento de los depdsitos
intracelulares de calcio con

tapsigargina sobre el incremento
de calcio estimulado por
defostatin.  Los  acinos  se
perfundieron con tapsigargina 0.5
MM 'y  posteriormente  con
defostatin  en medio libre de
calcio (0 mM [Ca*], + 0.5 mM

EGTA). La curva es
representativa de los trazados
obtenidos en 3 experimentos

En la Figura 43 se muestra el efecto que el ditiotreitol (DTT, un agente reductor
de grupos sulfidrilos) sobre la [Ca**].. Como se observa en la figura, la adicion de 2
mM de DTT fue capaz de abolir completamente tanto el incremento en la [Ca®];
inducido por defostatin asi como su efecto inhibidor sobre el aumento en la [Ca?'];
estimulado por CCK-8.
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Figura 43: Efecto del ditiotreitol
(DTT) sobre la movilizacién de
calcio en respuesta al defostatin y
la CCK-8. Las células acinares se
perfundieron con DTT 2 mM,
defostatin 100 uM y CCK-8 1 nM
en medio normal de calcio (1 mM
[Ca?o). La curva  es
representativa de los trazados
obtenidos en 3 experimentos
independientes.

Sin embargo, la aplicacién de 10 uM de genisteina (un inhibidor de tirosinas
cinasas) no abolid, en nuestras condiciones experimentales, el incremento de la [Ca*"];
inducido por defostatin, aunque lo redujo significativamente (155 + 12 nM versus 52 +
2 nM, p<0.01), no teniendo efectos sobre la inhibicion que el defostatin ejerce sobre la
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movilizacion de calcio inducida por CCK-8. Puesto que tampoco pudimos ensayar
dosis mayores de este inhibidor que nos permitieran corroborar o descartar un
incremento en la fosforilacion de residuos de tirosina acoplados a los efectos de este
agente, no concluiremos nada sobre este posible mecanismo de accion.

4.3.8. Efectos del defostatin sobre la
secrecion de amilasa.

Al igual que con el vanadato y el PAO, estudiamos el efecto de diferentes
concentraciones de defostatin tanto sobre la secrecion de amilasa basal como sobre la
estimulada por el secretagogo CCK-8. Los resultados se muestran en la Tabla VIII.

Tabla VII1: Efecto del defostatin sobre la secrecidon de amilasa basal y estimulada

por CCK-8.
Tratamiento Mas Defostatin (UM)

10 100
Basal 481+0.3 4.04+0.2 573+£040
CCK-8 320 pM 26.88+0.4 0 239+0.7* 244+05*
DTT 2 mM 43+0.2 424+04 5.01+05

CCK-8320 pM + DTT 2 mM 275+120 229+21* 23.04+18%*

La liberacién de amilasa se expresa como porcentaje del contenido total de amilasa al
comienzo de la incubacion. Los resultados son la media £ EEM de 6 experimentos.

Oindica diferencias estadisticamente significativas respecto al correspondiente valor basal.

* indica diferencias estadisticamente significativas respecto al valor obtenido con CCK-8 sola.

De forma similar a los experimentos con calcio, el defostatin provoca un ligero
incremento en la secrecion basal de amilasa a la concentracion de 100 M, ademas de
inhibir la estimulacion de la secrecién de amilasa estimulada por 320 pM de CCK-8
(dosis de CCK-8 que produce el efecto maximo, Figura 6). Esta inhibicion fue
estadisticamente significativa (p<0.05) con las dos concentraciones de defostatin
ensayadas. Por el contrario, el tratamiento con DTT, que tuvo un efecto bloqueante
tanto en el incremento en la [Ca?']; estimulado por defostatin, como en el efecto
inhibidor del defostatin sobre la respuesta de calcio inducida por CCK-8, no aboli6
los efectos del defostatin ni en la secrecion de amilasa basal ni en la estimulada por
CCK-8.
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4.3.9. Discusion sobre los efectos del
defostatin.

Nuestros resultados demuestran que el defostatin produce un incremento tanto
en la [Ca™]; como en la secrecion de amilasa en las células acinares pancreéticas
(Figura 37 y Tabla VIII). Nuestros datos también indican que este incremento en la
[Ca®*]; se debe principalmente a la liberacion de calcio desde depdsitos intracelulares,
ya que también se produce en medio libre de calcio extracelular y la administracion de
lantano, un inhibidor de la entrada de calcio desde el medio extracelular, no modifica
la [Ca®*]; (Figuras 38 y 39). Por otra parte, el defostatin reduce fuertemente la
liberacion de calcio inducida por CCK-8, resultado que se correlaciona con la
inhibicién que el defostatin ejerce sobre la secrecion de amilasa estimulada por CCK-8
(Figura 37 y Tabla VIII).

En las células acinares pancreéticas, el efecto estimulador del defostatin sobre
la [Ca?]; y su efecto inhibidor en la movilizacién de calcio inducida por agonistas
podria deberse, al igual que ocurria con el vanadato, a un efecto directo sobre el
proceso de liberacion de calcio y no una consecuencia de la activaciéon de la accién
opuesta de la via del calcio. Resultados similares se han observado en células humanas
HeLa después de la adicion de timerosal (un agente oxidante de grupos tioles)
(Bootman y cols., 1992). Nuestros resultados de que el defostatin libera calcio desde
depdsitos intracelulares, sugieren que la falta de efecto de la CCK-8 para elevar la
[Ca’®*]; después del tratamiento con defostatin es en parte debida al vaciamiento parcial
o total de los depdsitos por este agente. En este contexto, es importante resaltar que el
defostatin inhibe la sefial de calcio generada por la activacion de proteinas G (Figura
41), sugiriendo que, al menos, una parte del efecto inhibidor sobre la respuesta de
calcio inducida por CCK tendria lugar en pasos posteriores a la activacion de las
proteinas G y no sobre el receptor de la CCK o sobre su unién con proteinas G. El
dep6sito de calcio sensible a defostatin es mayor que el sensibe a agonistas, como
demuestra el hecho de que el defostatin todavia es capaz de movilizar calcio después
del tratamiento con tapsigargina en medio libre de calcio (Figura 42).

Por otro lado, la coincubacion de las células acinares pancreéticas con
defostatin y CCK-8 potencia la fase de meseta de la respuesta de calcio a la CCK-8 sin
modificar significativamente el pico méximo alcanzado con este secretagogo (Figura
40). Este efecto estimulador del defostatin sobre la fase de meseta en respuesta a la
CCK-8 podria deberse a que bloquea los mecanismos de salida de calcio desde el
citosol al exterior.

Ya hemos comentado anteriormente que los agentes oxidantes de grupos
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sulfidrilos son capaces de liberar calcio en diferentes tipos celulares, como células
endoteliales (Fleming y cols., 1996), linfocitos T (Fletcher y cols., 1993), plaquetas
(Hecker y cols., 1989), hepatocitos (Rooney y cols., 1991), huevos de hamster
(Swann, 1991) y acinos pancreéticos (Thorn y cols., 1992). Sin embargo, no se conoce
con exactitud sobre qué deposito intracelular de calcio ejercen su accién estos agentes
oxidantes. En nuestras condiciones experimentales, los efectos del defostatin sobre la
movilizacion del calcio son blogueados en presencia de DTT (Figura 43), un agente
reductor de grupos sulfidrilos. Esto indica que el estado de oxidacion de los grupos
tioles de los canales de calcio y/o de las bombas asociadas a los almacenes
intracelulares de calcio juegan un papel fundamental en su funcién normal. En las
células acinares pancreaticas se ha demostrado que los picos de calcio inducidos por
timerosal se bloquearon reversiblemente en presencia de DTT (Thorn y cols., 1992).

Por otra parte, el pretratamiento de los acinos pancreéticos con genisteina, un
inhibidor de las proteinas tirosinas cinasas, disminuye la liberacién de calcio inducida
por defostatin, aunque, a diferencia del DTT, no modificé el efecto inhibidor que el
defostatin ejerce sobre el patron movilizador de calcio inducido por la CCK-8 (Figura
44). Esto indica que es probable que un aumento en la fosforilacion de proteinas en
residuos de tirosina sea también responsable del mecanismo de accion del defostatin,
mas cuando esta descrito que este agente es un inhibidor especifico de las proteinas
tirosinas fosfatasas (Watanabe y cols., 1995).

Finalmente, nuestros datos de la accion del defostatin sobre la secrecion
enzimatica indican que este agente provoca un incremento en la secrecion basal de
amilasa a la concentracion de 100 UM, e inhibe la estimulacion de la secrecion de
amilasa por agonistas que incrementan la [Ca*]; (Tabla VIII). Es probable que el
efecto del defostatin se deba a su capacidad para incrementar la [Ca?'];. Si el defostatin
vacia el calcio almacenado en los depositos intracelulares, la inhibicidn ejercida por el
defostatin sobre la secrecidén de amilasa estimulada por secretagogos que median su
mecanismo de accion a través de la via del calcio, podria deberse a una ruptura de la
sefial normal de calcio. Sin embargo, el DTT fue incapaz de bloquear los efectos del
defostatin tanto sobre la secrecién basal de amilasa como sobre la estimulada por
CCK-8 (Tabla VIII). El defostatin podria, por tanto, tener maltiples sitios de accién y
no podemos, con nuestros datos, excluir la posibilidad de que el defostatin pueda
también actuar sobre alguno de los pasos finales del proceso de exocitosis.



En las Tablas IX y X se representan, de forma resumida, los efectos que el
vanadato, PAO y defostatin ejercen sobre la movilizacion de la [Ca*"]; y la secrecion
de amilasa en acinos pancreaticos de rata. Nuestros resultados indican que los tres
agentes estudiados provocan liberacion de calcio fundamentalmente desde un depdsito
intracelular, ya que este incremento en la [Ca®']; se observo en ausencia de calcio
extracelular, y no se vié afectado por la inhibicion de la entrada de calcio desde el
medio extracelular con lantano.
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Tabla IX: Tabla resumen de los efectos de vanadato, PAO y defostatin sobre la

[Ca”;

Basal + CCK-8 +DTT +(CCK-8+DTT) + TPS
Vanadato O ¥ (=) = O =
PAO 0 U = 0 0
Defostatin O (=) = O O

Oindica incremento en la [Ca?']..
U indica disminucién en la [Ca®'];.
= indica que no existen modificaciones.

Tabla X: Tabla resumen de los efectos de vanadato, PAO y defostatin sobre la
secrecion de amilasa.

Basal + CCK-8 +DTT +(CCK-8+DTT)
Vanadato 0 U 0 U
PAO O U = 0
Defostatin O U O U

Oindica incremento en la secrecion de amilasa.
U indica disminucién en la secrecion de amilasa.

= indica que no existen modificaciones.

Adicionalmente, vanadato, PAO y defostatin también comparten un efecto
inhibidor sobre el incremento en la [Ca*"]; inducido por un agonista clasico como es la
CCK; aunque hay que destacar que la coincubacion de vanadato o defostatin con
CCK-8 mantiene elevada la [Ca®*]; estimulada por esta hormona.

Por otra parte, tanto el incremento en la [Ca?*]; como el efecto inhibidor que los
tres agentes ejercen sobre la liberacion de Ca** inducida por CCK-8 fueron revertidos
por el agente reductor de grupos sulfidrilos DTT, lo que indica que los efectos
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observados son probablemente debidos a la capacidad oxidativa de grupos sulfidrilos
de vanadato, PAO y defostatin.

Los resultados obtenidos con vanadato, PAO y defostatin sobre la movilizacion
de Ca®* se correlacionan, al menos en la mayor parte, con los observados sobre la
secrecion de amilasa: aumento de la secrecion basal e inhibicion de la estimulada por
CCK-8. Sin embargo, el DTT no fue capaz de revertir los efectos de vanadato y
defostatin sobre la secrecion de amilasa basal y la estimulada por CCK-8, lo que nos
indica que, probablemente, ambos agentes puedan actuar alternativamente en un paso
terminal de los mecanismos de exocitosis.

Aungue vanadato, PAO y defostatin comparten la capacidad de incrementar la
[Ca?'];, difieren en el dep6sito intracelular del que liberan el calcio. El depésito de
calcio sensible a vanadato es similar al sensible a agonistas, como indican las
observaciones de que el vanadato se muestra incapaz de de aumentar la [Ca*']; en
acinos pancreéticos cuyos depdsitos han sido previamente vaciados por el tratamiento
con tapsigargina. Sin embargo, bajo estas condiciones experimentales, el PAQO vy el
defostatin son todavia capaces de incrementar la [Ca*"];, aunque este incremento fue
significativamente reducido en presencia de rianodina, pero no se vi6 afectado por la
administracion de cafeina (un inhibidor de los receptores de IP3). Estos resultados
sugieren que, al menos la mayor parte del depésito de Ca** sensible al PAO posee
receptores de rianodina.

Tomando todos los resultados en conjunto, proponemos un modelo esquematico
de los efectos que el vanadato, PAQO y defostatin ejercen sobre los mecanismos de
acoplamiento estimulo-secrecion en las células acinares pancredticas de rata (Figura
44). El vanadato inhibe la Ca®*-ATPasa de reticulo (SERCA) encargada de la recarga
del deposito de Ca®* del reticulo endoplasmaético. Alternativamente, y segiin apuntan
nuestros resultados, no podemos descartar que este agente sea capaz de inhibir la Ca?*-
ATPasa localizada en la membrana plasmatica (PMCA) que bombea Ca®* hacia el
exterior celular. Ademés, el vanadato podria ser capaz de estimular la entrada de Ca®*
desde el exterior celular y los mecanismos de exocitosis de los procesos de secrecion
de enzimas digestivas, si bien esto UGltimo necesita de posteriores evidencias
experimentales.

Por otra parte, el PAO induce liberacion de Ca®" intracelular, posiblemente
provocando una apertura de canales sensibles a rianodina. Alternativamente, el PAO
puede también liberar Ca®* desde un deposito insensible a agonistas.

Finalmente, el defostatin libera calcio desde depoésitos intracelulares tanto
sensibles como insensibles a agonistas y posiblemente también puede actuar de una
forma similar a como lo hace el vanadato, estimulando la exocitosis de los granulos de
secrecion.
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Figura 44: Modelo esquematico de los efectos del vanadato, PAO y defostatin en los
mecanismos de acoplamiento estimulo-secrecion en el péancreas exocrino. CCE:
entrada capacitativa de calcio. CCK-R: receptor de la CCK. DAG: diacilglicerol. G:
Proteina G de membrana. IP3: Inositol trifosfato. IP3-R: receptor del I1P3. PIP2:
Fosfatidilinositol bifosfato. PKC: Proteina cinasa C. PLC: Fosfolipasa C. PMCA:
Ca’*-ATPasa de membrana plasmética. Ry-R: receptor de rianodina. SERCA: Ca*'-
ATPasa de reticulo.
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1.- Los factores de crecimiento no presentan efectos secretagogos en el
pancreas exocrino de la rata.

2.- La activacion directa de la actividad proteina tirosina cinasa asociada
al receptor del bFGF tiene un papel modulador inhibitorio de la respuesta
pancreatica promovida por la CCK.

3.- La inhibicién de la actividad de las proteinas tirosinas fosfatasas de
las células pancreaticas promueve una movilizacion de calcio intracelular, que
estd generalmente asociada a un patrén secretor.
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