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Abreviaturas

ABC: ATP-binding cassette

AE: intercambiador anidnico

cAMP: adenosin monofosfato ciclico

ANOVA: andlisis de la varianza

AQP: acuaporina

ATP: adenosina trifosfato

BCECF-AM: 2',7'-bis-(2-carboxietil)-5-(y-6)-carboxifluoresceina, acetoximetil éster
6-Bnz: N°-Benzoil-cAMP

BSA: seroalbimina bovina

BSC: cotransportador sensible a la bumetanida

[Ca®*].: concentracién de calcio citosélico libre

CA: anhidrasa carbdnica

CACC: canales de CI” activados por Ca?*

CCK: colecistocinina

CFTR: regulador transmembranal de la fibrosis quistica

cGKII: proteina cinasa dependiente de cGMP

CGRP: péptido relacionado con el gen de la calcitonina

D-6lc: D-glucosa

DIDS: sal disédica del dcido 4,4'-diisotiocianatostilbeno-2,2' -disulfdnico
DMEM: medio Dulbecco’s modified Eagle's

DMSO: dimetilsulféxido

dNTPs: mezcla de desoxinucleétidos

DRA: down regulated in adenoma

EDTA: dcido etilendiaminotetraacético

EGF: factor de crecimiento epidérmico

EGTA: dcido etilenglicol-bis(2-aminoetiléter)-N N ,N'N'-tetraacético
EIPA: 5-(N-etil-N-isopropil) amilorida

FBS: suero de ternera fetal

Fura-2-AM: Fura-2 acetoximetil éster

cGMP: guanosin monofosfato ciclico

GRP: péptido liberador de gastrina



Abreviaturas

H-89: N-[2-(p-Bromocinnamilamino)ethil]-5-isoquinolinesulfonamida dihidrocloruro
H.DIDS: sal disédica del dcido 4,4'-diisotiocianatodihidrostilbeno-2, 2'-disulfdnico
HEPES: dcido N-2-dihidroxietilpiperazina-N'-2-etanosulfdnico
IBMX: 3-isobutil-1-meftilxantina

IP;: inositol-1,4 5-trisfosfato

IRBIT: IP;Rs binding protein released with IP;

KCC: cotransportador K'-CI”

kNBC: cotransportador Na'-HCO;™ renal

NBC: cotransportador Na'-HCO;5"

NBD: dominio de unidh a nucledtido

NHE: intercambiador Na'/H*

NHERF: factor de regulacién del NHE

NKCC: cotransportador Na'-K"-2CI

MLCK: cinasa de la cadena ligera de la miosina

NMDG: N-metil-D-glucamina

PAT1: putative anion transporter

8-pCPT: 8-(4-Tioclorofenil)-2'-O-metil-cAMP

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa

pH:: pH intracelular

PKA: proteina cinasa A

PKC: proteina cinasa C

pNBC: cotransportador Na'-HCOj;™ pancredtico

S.E.M.: error estdndar de la media

SBTTI: inhibidor de tripsina de soja

SDS: dodecil sulfato sédico

SLC: solute linked carrier

TSC: cotransportador sensible a la tiazida

UTP: uridina trifosfato

VACC: canales de CI” dependientes de volumen

VIP: péptido intestinal vasoactivo
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Introduccion

1. SECRECION PANCREATICA EXOCRINA HIDROELECTROLITICA

1.1. Origen y composicion de la secrecion pancreatica hidroelectrolitica

El pdncreas exocrino estd constituido fundamentalmente por tres tipos de células: acinares,
centroacinares y ductulares. Las células ductulares forman los conductos pancredticos, que

constituyen el denominado drbol ductal.

El drbol ductal pancredtico tiene tres funciones principales:*® funcién estructural, como
soporte para el tejido acinar, funcion transportadora, al llevar la secrecién de enzimas
digestivas desde los acinos hasta el duodeno, y funcién secretora, al ser las células ductulares
las responsables de la secrecién del componente hidroelectrolitico del jugo pancredtico,
caracterizado en todas las especies por su elevado contenido en HCO;s". Este componente
arrastra las enzimas pancredticas a través del drbol ductal, permitiendo que el jugo
pancredtico, al llegar al intestino delgado, neutralice el quimo dcido procedente del estémago,

aportando el ambiente necesario para la digestién de los nutrientes.

Atendiendo a criterios anatomicos e histoldgicos, los conductos pancredticos se diferencian en
cuatro tipos:' los acinos drenan su secrecidn en los conductos intercalares; estos se fusionan,
formando los conductos intralobulares,® que a su vez se unen entre si, dando lugar a los
conductos interlobulares. En la mayoria de las especies, incluyendo cobaya, gato, perro y
hombre, los conductos interlobulares se unen en el llamado conducto principal, que desemboca
en el duodeno. Sin embargo, en otras especies, como ratén, rata y hdmster, los conductos
interlobulares pancredticos vierten su contenido en el conducto biliar, formando un conducto

biliopancredtico comdn, que serd el que desemboque en el intestino.*’

La actividad secretora de las diferentes clases de conductos varia entre especies. En el
pdncreas humano los transportadores clave se expresan mayoritariamente en conductos
intercalares, 366222226291 1o que sugiere que es alli donde se produce una mayor secrecién de
fluido y HCOj3™; sin embargo, en el pdncreas de rata esto ocurre sobre todo en los conductos
interlobulares.®81872913%0 por otro lado, en algunas especies, los conductos interlobulares y

principales del pdncreas parecen ser responsables de fenémenos de reabsorcién de HCO3~.2%
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El sistema ductular del pdncreas estd rodeado por un plexo vascular®® y recibe fibras
nerviosas procedentes del sistema nervioso auténomo y del sistema nervioso entérico, asi
como fibras procedentes del sistema de inervacién intrinseco, formado por ganglios y fibras

localizados en el tejido conectivo interlobular.'

El componente hidroelectrolitico del jugo pancredtico estd formado por agua e iones, entre los
cuales el mds caracteristico es el HCO;3. Contiene también Na', CI°, K*, Ca®" y, en menor

proporcién, Mg®" y HPO,*". Ademds, las células ductulares también secretan mucinas.

Aunque la osmolaridad del jugo pancredtico es semejante a la del plasma e independiente de la
tasa de secrecidn, el volumen y composicién del jugo pancredtico secretado en respuesta a

distintos estimulos varia de unas especies a otras.**’

El HCO; presente en el jugo pancredtico procede de las células ductulares vy
centroacinares.””® En todas las especies estudiadas, la concentracién de HCO;3 en el jugo
pancredtico estd directamente relacionada con la tasa de secrecion. Sin embargo, la cantidad
mdxima de HCO3™ secretado en respuesta a distintos estimulos varia mucho de unos animales a

otros. La mayoria de las especies secretan concentraciones maximas de HCO;™ superiores a

266

120 mM; esto sucede en el perro,® gato,* cerdo,?® conejo,**? hdmster ® cobaya®? y hombre.”

303

Sin embargo, en el caballo,®® rata®® y ratén??? la concentracién de HCO;™ del jugo pancredtico

no supera los 70 mM, y en la vaca los 90 mM 3%

La concentracién de CI” del jugo pancredtico presenta un patron especular con respecto a la de
HCOj5". En todas las especies estudiadas, la suma de la concentracién de ambos iones en el jugo
pancredtico permanece constante, independientemente de la tasa de secrecion; de ahi que, en

algunos trabajos, la concentracion de HCO;5™ en el jugo pancredtico se calcule indirectamente,

a partir de la de €I".%°22%

El aumento de la secrecién hidroelectrolitica tras la estimulacién estd asociado con una

disminucidn en la concentracién de ClI” en el jugo pancredtico. Asi, a las tasas secretoras mds

303

altas, la concentracién de CI” es aproximadamente de 20 mM, salvo en la rata,*®® ratén?

65

vaca®*® y caballo,”® en las que esta concentracién es netamente superior (alrededor de 80
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mM). Sin embargo, a tasas mds bajas de secrecién, la concentracion de CI” es mayor, del orden

de 80 a 120 mM, dependiendo de la especie y del estimulo.3®

Aungue se han descrito pequefias variaciones entre distintas especies, la concentracién de Na*

42 303

en el jugo pancredtico suele ser muy similar a la plasmdtica; esto es asi en gato,” rata,

cobaya®®? ratén??? y conejo 2213

En cuanto a la concentracién de K™ en la secrecién pancredtica, se mantiene parecida a la

plasmdtica en el gato,*? perro® y cobaya,?

mientras que en otras especies, como el
conejo,*®*?** la concentracién de K" en el jugo pancredtico es ligeramente superior a la del

plasma.

Las concentraciones de ambos cationes no se ven alteradas con las distintas tasas secretoras,
siendo constantes con los distintos flujos de jugo pancredtico en prdcticamente todas las

especies. La rata constituye una excepcidn, puesto que en esta especie la concentracion de K

se incrementa al estimular el pdncreas con secretina. 3%

Las concentraciones de Ca®" y Mg® en el jugo pancredtico son generalmente menores que las
lasmdticas, y esta diferencia es mucho mds acentuada para el HPO4*. La concentracién de
4

estos fres iones en el jugo pancredtico disminuye al aumentar la tasa secretora.®®

1.2. Mecanismos de secrecion ductular

La secrecion de las células ductulares del pdncreas estd regulada por distintos factores, tanto
nerviosos como hormonales, que la estimulan o la inhiben, a través de rutas de sefializacidn
intracelular mediadas por mensajeros como cAMP, Ca® o cGMP. En todos los casos, los
responsables Ultimos de la secrecién hidroelectrolitica en el pdncreas exocrino son una serie
de proteinas fransmembranales, que constituyen canales, bombas, cotransportadores o
intercambiadores de iones. Estas proteinas estdn localizadas, de forma polarizada, en ambas
membranas de la célula ductular y, tras ser activadas, permiten el paso de unos u otros iones

en una direccidn determinada.
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A pesar de que los mecanismos de secrecién de electrolitos en las células ductulares del
pdncreas han recibido una considerable atencion, los fendmenos de transporte epitelial en
estas células todavia no estdn totalmente caracterizados. Esto se debe fundamentalmente a la

existencia de grandes diferencias interespecificas en los mecanismos de transporte iénico.

10241 propusieron de forma simultdnea un modelo de

En 1988, dos grupos de investigacion
secrecién de iones en células ductulares pancredticas que, por primera vez, era capaz de
integrar la mayoria de las observaciones experimentales realizadas hasta esa fecha. Este
"modelo cldsico”, que describiremos a continuacion, ha servido como punto de partida para
todos los estudios posteriores de los mecanismos de transporte iénico en los conductos

pancredticos.

1.2.1. Modelo cléasico

El modelo cldsico de secrecidn hidroelectrolitica en células ductulares pancredticas (Figura 1)
postula que el CO, difunde libremente a través de la membrana basolateral® y, tras su
hidratacién (reaccion catalizada por la anhidrasa carbonica), se generan H* y HCO5™. Los H'
producidos abandonan la célula a través de la membrana basolateral por un intercambiador
Na'/H", que opera gracias al gradiente de Na" generado por la Na*,K"-ATPasa. El K" introducido
a la célula la abandona a través de canales de K* basolaterales. La secrecién de HCOs™ a través
de la membrana luminal se realiza, fundamentalmente, por medio de un intercambiador
CI"”/HCO5", acoplado a un canal de CI” regulado por secretina, que crea un gradiente de CI” que
media esta secrecién. El Na" y el K" son conducidos por via paracelular, gracias a una pequefia

diferencia de potencial transepitelial, y el agua lo hace por arrastre osmético.

La implicacién de estos transportadores de membrana en la secrecién ductular pancredtica
estd clara; sin embargo, este modelo no es capaz de explicar la capacidad de los conductos de
muchas especies, incluido el hombre, de secretar HCO3™ a concentraciones iguales o mayores
de 140 mM.*?** Ademds, la inhibicién de la anhidrasa carbdnica no reduce la secrecién de
HCO3;™ mds alld de un 50% en el hombre ! lo que sugiere la existencia de otro mecanismo que
contribuye a la acumulacién de HCO5" y es independiente de la actividad de esta enzima. En los

(ltimos afios se han identificado nuevos mecanismos de transporte idnico en las células
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ductulares pancredticas y se ha tratado de describir modelos mds adecuados que permitan

explicar la secrecién de concentraciones altas de HCO3™ 3’

Unién estrecha

Na*

K /

co,—f—> co,

s

3Na*
2K*
K+
/
Membrana Membrana
basolateral luminal

Figura 1: Modelo cldsico propuesto para el mecanismo de secrecion de HCOs;™ en las células
ductulares pancredticas. El HCOs™ intracelular, que proviene del CO, a través de la reaccién
catalizada por la anhidrasa carbénica (CA), abandona la célula mediante su intercambio con CI', el cual
pasa al lumen a través de un canal de CI” regulado por secretina. Los H' abandonan la célula por un
intfercambiador Na'/H’, presente en la membrana basolateral; el gradiente para la entrada de Na" es
mantenido por la Na',K’-ATPasa. Los canales basolaterales de K* permiten la recirculacién de los iones
K" introducidos en la célula por la bomba, y ayudan a mantener el potencial de membrana. Los iones Na*
y K entran a formar parte de la secrecion por via paracelular, atravesando las uniones estrechas.
Modificado de Steward et a/*?’

1.2.2. Transporte de iones a través de la membrana basolateral

Se han descrito dos posibles fuentes de HCO3™ en los conductos pancredticos: la primera es la
que proponia el modelo cldsico, es decir que el HCO3™ se genera dentro de la célula mediante la
accién catalitica de la anhidrasa carbénica y que los H' liberados en esta reaccién abandonan la
célula a través del intercambiador Na’/H". El otro mecanismo seria la entrada directa de
HCO;5™ a través de un transportador en la membrana basolateral. Ambos mecanismos estdn

presentes en las células ductulares y su contribucién varia dependiendo de las especies.®*’
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Intercambiador Na'/H* (NHE)

La participacién de un intercambiador Na'/H" (NHE) basolateral en la secrecion de HCO5™ se

sugirié por primera vez tras estudios realizados en el pdncreas de conejo.*333¢

Son muchos los resultados experimentales que demuestran la presencia de este
intercambiador en la membrana basolateral de los conductos pancredticos de conejo, rata o
75,154,336,386 4 H H H Lot 4
cobaya. Ademds, se ha demostrado, mediante inmunohistoquimica, la expresion de
dos isoformas del NHE, NHE1 y NHE4, en la membrana basolateral de las células acinares y

281

ductulares del pdncreas de rata,”*" y la presencia del NHE1 en la membrana basolateral de las

células ductulares de ratén.”°2%

Por otro lado, se ha descrito la expresion de un intercambiador Na'/H" en la membrana apical
de conductos principales de distintas especies.?%??7*% Este intercambiador, identificado
como el NHE3, mediaria la reabsorcién de Na" y HCO5™ del jugo pancredtico en la porcién final
del drbol ductal, regulando la concentracion final de HCO; que se secreta tras la

estimulacién.?%®

Aunque no hay dudas en cuanto a la presencia del NHE1 en la membrana basolateral de las
células ductulares pancredticas, y a su importancia en la regulacion del pH intracelular en

386

estas células,”® el papel de este intercambiador en la secrecion de HCO3™ ho estd tan claro. La

amilorida, un bloqueante del NHE, no afecta a la secrecién de jugo pancredtico tras la

1223% y tiene un efecto limitado en

estimulacién con secretina en el conejo' o en el cerdo,
especies como la rata o el gato.#3”” Ademds, se ha demostrado que la acumulacién de HCO3™ a
través de la membrana basolateral solo se inhibe parcialmente tras el tratamiento con
amilorida en conductos pancredticos aislados del cobaya™ y del ratén.®! No se ha encontrado
actividad intercambiadora Na’/H" en la secrecién de HCO;3™ estimulada por forskolina en

CAPAN-1, una linea celular procedente de células ductulares pancredticas humanas.”

Cotransportador Na“-HCOs~ (NBC)

La entrada directa de HCO3™ a través de la membrana basolateral se demostré al encontrarse
la actividad de un cotransportador Na'-HCO; (NBC).>19%36238 | q primera prueba de la

participacion de este mecanismo en la secrecion de HCO; se obtuvo en conductos
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pancredticos aislados de rata,*®

en los que se analizé la recuperacion del pH intracelular tras
una carga dcida. Estos estudios demostraron que los conductos presentaban un mecanismo de
recuperacion, dependiente de Na* y de HCOj’, e insensible a amilorida, que podia bloquearse
de forma reversible cuando se aplicaba H,DIDS a su membrana basolateral*® Resultados

362 y cobaya.””***!%8 En esta

similares se han obtenido en estudios llevados a cabo en cerdo
Ultima especie se ha demostrado, mediante la inhibicion de la actividad del NBC, que la
contribucién de este cotransportador a la acumulacién de HCO; en la célula ductular
pancredtica estimulada por secretina es bastante mayor que la del NHE."®® En este sentido, se
ha demostrado que la secrecién de HCOj3™ se inhibe un 56% cuando los conductos se tratan con
H.DIDS, un 18% cuando el tratamiento se realiza con un andlogo de la amilorida, y se anula
completamente cuando ambos inhibidores se aplican a la vez.”®® Ademds, se ha demostrado la

participacién del cotransportador Na'-HCO;™ en la acumulacién de HCO;™ en células ductulares

del ratén.*

Se ha clonado la isoforma pancredtica humana del NBC, pNBC1, y se ha localizado, mediante
hibridacién /in situ, en acinos y conductos pancredticos;' también se ha observado, mediante
inmunohistoquimica, su expresién en la membrana basolateral de células ductulares humanas®*®

291,346

y de rata, aunque en estudios posteriores en la especie humana no se pudo distinguir si

este marcaje se producia con la isoforma pancredtica, pNBC1, o con la renal, kNBC1.'%°

El cotransportador pNBC1 es electrogénico; la estequiometria INa:2HCO;™ se ha demostrado
en células ductulares de ratén.*® Aunque no hay datos equivalentes para el pNBCI, se ha
descrito que la estequiometria del kNBC1 puede modificarse por su fosforilacién por la
proteina cinasa A (PKA)."! El papel del pNBC1 en la secrecién pancredtica de HCOs™ viene
determinado por esta estequiometria: dado que es un cotransportador electrogénico, la
direccion en que se produzca el transporte dependerd no solo de los gradientes de

concentracion para el Na" y el HCO3™, sino también del potencial de membrana.

Cotransportador Na“-K -2¢I" (NKCC)

Hace afios, varios estudios de secrecion pancredtica indicaban que la secrecidn de fluido era

totalmente dependiente del transporte de HCOs .'*'7°%*° Esto es asi en especies como el

cobaya;”'*® sin embargo, los conductos de algunas especies son capaces de secretar, en
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ausencia de HCO3", un fluido rico en CI". Incluso en presencia de HCO5', el transporte de CI™ en
los conductos de rata y ratén es responsable de hasta un 40% de la secrecion total de

fluido 27

En numerosos epitelios, la entrada de CI" a la célula esté mediada por fendmenos de
cotransporte, que operan a favor del gradiente de Na'. Se han descrito varios
cotransportadores de catién-ClI™ asociados al Na": el NKCC1, o BSC2 (bumetanide-sensitive
cotransporter Z2), estd ampliamente distribuido en los mamiferos y es especialmente
abundante en las membranas basolaterales de células epiteliales del intestino y de los tdbulos
renales, donde es el responsable del transporte de Na" y CI” desde el liquido intersticial al
interior celular. EI NKCC2, BSC1 o cotransportador renal, estd presente solo en la membrana
apical de las células epiteliales de la rama ascendente gruesa del asa de Henle.”® El dltimo
cotransportador de esta familia es el Na™-CI", NCC o TSC, que se encuentra Unicamente en la

membrana apical de las células del tdbulo distal renal de mamiferos.’

La secrecion de CI” en conductos pancredticos de rata y ratén puede bloquearse por completo
por la bumetanida, lo que sugiere la intervencién de un cotransportador Na*-K™-2CI";*! se ha
demostrado la expresién de la isoforma NKCC1 en la membrana basolateral de células
ductulares pancredticas de rata y raton y que su actividad media la secrecion de ClI” en estas
dos especies.” El CI" acumulado en el interior celular se transporta al lumen a través de
canales de CI', el Na" se devuelve a la sangre por la Na',K’-ATPasa y el K* abandona la célula a

través de los canales de K’ presentes en la membrana basolateral 24

En lineas celulares de origen humano, CAPAN-1y CFPAC-1, se ha descrito la actividad de un
NKCC en la membrana basolateral, responsable de la acumulacién de CI” en la célula.’” También
se ha observado, mediante inmunohistoquimica, la presencia de NKCC1 en la membrana
basolateral de algunas células ductulares en conductos pancredticos humanos de gran
calibre,”® aunque no parece probable que en este caso el NKCC1 medie la secrecién de CI7, ya
que los conductos mds distales del drbol ductal humano carecen de los mecanismos de

transporte necesarios para la secrecién de agua y electrolitos.®

El cotransportador K™-CI”, KCC1, otro miembro de la superfamilia de cotransportadores cation-

CI" % se ha detectado en el pdncreas humano'® y en conductos intralobulares de rata.?®

10
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Aungue no hay datos funcionales, se cree que el KCC1 mediaria el transporte acoplado y
electroneutro de K" y CI” a través de la membrana basolateral y estaria implicado en la

regulacién del volumen celular.?%

Na’, K -ATPasa

La ausencia de los cationes Na" y K en el medio de perfusién del pdncreas provoca una
disminucion de la tasa secretora, que resulta mds acentuada en el caso de la ausencia de
Ng" #43280336 Egtq dependencia de la presencia de Na" y K* en el medio de perfusién se ha
explicado por la falta de actividad de la Na’,K'-ATPasa en esas condiciones. Esta ATPasa
funciona sacando 3 cationes Na” por cada 2 K' que introduce en la célula y por cada ATP
hidrolizado;'®® esto crea un gradiente de Na" favorable a su entrada y un gradiente de K’ que
favorece su salida. El gradiente de Na" es utilizado por otros transportadores (NHE1, pNBC1 y
NKCC1) que, de forma activa secundaria, intercambiardn o cotransportardn H*, HCO3™ o CI™ con

el Na*.3%

La presencia de la Na*,K"-ATPasa se ha descrito en la membrana basolateral de los conductos

218 5

pancredticos de rata,?® conejo,””® cobaya,®® gato,** y perro.**® También se ha demostrado

que, en el ratdn, el intercambiador NHE1 opera gracias al gradiente de Na* creado por la

Na’,K'-ATPasa a través de la membrana basolateral *®-2403%°

El blogueo de la Na",K"-ATPasa por ouabaina provoca una inhibicién de la secrecion de HCO5
en diferentes especies.**!1%816219933¢ También en la linea celular CAPAN-1 la ouabaina bloquea

la corriente transepitelial estimulada por la forskolina, inhibiendo la secrecién de HCO5™. 273

Todos estos resultados indican que la Na' K'-ATPasa, o mds concretamente el gradiente de
Na" creado por ella a través de la membrana basolateral, juega un papel fundamental en la

secrecién pancredtica ductular, *°2403%

H' -ATPasa

Como ya se ha descrito anteriormente, los H' generados en la reaccién mediada por la
anhidrasa carbénica salen de la célula ductular a través del intercambiador Na’/H" de la

membrana basolateral. Sin embargo, en el caso de la linea de células ductulares humanas,

1
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CAPAN-1, no se ha encontrado actividad intercambiadora Na'/H" en la secrecién de HCO3”
estimulada por forskolina.”” Esta secrecién tampoco se inhibié por H,DIDS (descartando asi la
participacién del pNBC1), pero si por un inhibidor especifico de la H*-ATPasa vacuolar,
sugiriendo que, en conductos pancredticos humanos, los H" abandonarian la célula a través de

este mecanismo de transporte activo primario.”’

La presencia de la H'-ATPasa vacuolar en la membrana basolateral se ha demostrado en

239,357,358,362 386

conductos pancredticos de cerdo y rata.

Estudios funcionales, basados en la medida de corrientes transepiteliales, han puesto de
manifiesto la importancia de la H*-ATPasa de tipo vacuolar, V-H'-ATPasa, en la respuesta
secretora de las células ductulares pancredticas del cerdo.’*” Esta bomba de protones se
insertaria, tras la estimulacién de la célula ductular, en su membrana basolateral, por

exocitosis de unas tubulovesiculas portadoras.?®”

El papel de la H'-ATPasa en la secrecién de HCO3™ en conductos pancredticos de rata no esta
claro, ya que, aunque se han encontrado pruebas de su actividad al analizar la recuperacion del
pH intracelular tras una carga dcida, se ha observado una inactividad relativa de esta bomba

en los rangos fisiolégicos de pH;.3%

En cuanto a otras especies, como el cobaya, la actividad de la H'-ATPasa vacuolar es evidente

tras la estimulacién de los conductos con secretina y carbacol;”®

sin embargo, la bafilomicina
A;, un bloqueante de la H™-ATPasa, ho inhibe la secrecion de HCO; estimulada por
secreting,®®'® lo que sugiere que esta ATPasa no contribuye de forma significativa a la
secrecién. Tampoco se ha encontrado un papel relevante para la H-ATPasa de tipo vacuolar en

la secrecién de electrolitos en el pdncreas del ratén.”

Canales de K

El gradiente de K*, generado por la Na",K*-ATPasa en células ductulares pancredticas, se disipa
a través de canales de K'.?*° Los canales de K, identificados en muchas células epiteliales
secretoras de CI°, tienen tres funciones:* 1) permiten la salida de la célula del K* acumulado

por la Na',K'-ATPasa, 2) aportan la fuerza eléctrica necesaria para la secrecién de CI°, al

12
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hiperpolarizar la célula, y 3) provocan un flujo de corriente hacia el polo basolateral, que

proporciona equilibrio frente a la salida electrogénica apical de CI".

Se han identificado tres tipos de canales de K', que presentan distinta conductancia, en la
membrana basolateral de las células ductulares pancredticas de rata.?” El primero es un
maxi-K" o canal de K* de alta conductancia, que se activa por despolarizacion y por un aumento
de la concentracién de Ca? citosdlico libre,* y que no parece contribuir a la conductancia de
K* en células ductulares en reposo.?*’ Los otros dos canales de K son de menor conductancia y
estarian en principio implicados en el mantenimiento del potencial de membrana en células no

estimuladas.?%3

Aungue cldsicamente se ha considerado que los canales maxi-K" se expresaban en la membrana
basolateral de las células ductulares pancredticas,®*’ estos canales también se han localizado
recientemente en la membrana apical de las células de conductos de cobaya.**° Estos canales
apicales de K', regulados por Ca®, podrian jugar un papel importante en la regulacién de la
secreciéon de HCOs;  a través de cambios en el potencial de membrana de las células

ductulares.3%°

El efecto del bloqueo de los canales de K* sobre la secrecién electrolitica en el pdncreas no
estd claro. Por un lado, parece que el bloqueo de estos canales en el pdncreas perfundido de
rata no afecta a la secrecién;®’ sin embargo, el bloqueo de los canales de K* en experimentos
con conductos aislados de la misma especie produce una inhibicién de la respuesta secretora a
secretina.'® Recientemente, Venglovecz et a/*®° han observado que el bloqueo selectivo, con
iberiotoxina, de los canales maxi-K" apicales no modifica la respuesta secretora a secreting,

carbacol o ATP en conductos pancredticos de cobaya.

Intercambiador aniénico (AE)

Estudios de microperfusion realizados con conductos de rata mostraron la existencia de un
intercambiador anidnico, CI'/HCO3", en la membrana basolateral, ademds de en la luminal, de

las células ductulares.®8®

La medida de pH intracelular en conductos pancredticos de cobaya demuestra que, tras la

adicién de HCO5/CO; al medio de perfusién basolateral, se produce una rdpida acidificacién,

13
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seguida de una alcalinizacidn de la célula ductular. El CO; difunde a través de la membrana y
origina H" y HCO3™ a través de la reaccion catalizada por la anhidrasa carbdnica; si el HCO3
sale de la célula se acumulan momentdneamente los H*, dando lugar a una acidificacién previa a
una alcalinizacién, en gran parte dependiente de la presencia de CI” en el lado basolateral.”*® La
salida del HCO;™ se produce por la actividad del intercambiador aniénico basolateral.*®® Los
autores de este estudio sugieren la reversibilidad de este intercambiador, ya que la
alcalinizacién resultante de la adicién de HCO3/CO; basolateral fue mayor en ausencia de CI°
que en su presencia. También defienden una mayor actividad del intercambiador basolateral

que del luminal en conductos no estimulados.

Experimentos de perfusion del conducto pancredtico principal de ratén han demostrado la
actividad de un intercambiador CI'”/HCO;3", que se puede bloquear con DIDS, en ambas
membranas ductulares, poniendo de manifiesto en este caso una mayor actividad del
intercambiador luminal que del basolateral, tanto en conductos estimulados como sin
estimular.?® El intercambiador CI'/HCOs™ basolateral no parece aumentar su actividad en

respuesta a forskolina.**®

Aungue ho se conoce cudl es el intercambiador aniénico presente en la membrana basolateral
de las células ductulares pancredticas, algunos autores sugieren que es el AE2, un miembro de
la familia de intercambiadores anidnicos SLC4.*”” El papel que pueda tener este
intercambiador en la membrana basolateral no estd claro; asumiendo que actia como un
intercambiador electroneutro, disiparia la acumulacién de HCO3™ intracelular, y favoreceria la
entrada de CI” a través de la membrana basolateral, proporcionando una fuerza conductora
mayor para la secrecion de CI". Esta hipétesis se apoya en algunos trabajos llevados a cabo con

conductos interlobulares de rata.'®

H' K -ATPasa

Las H",K'-ATPasas pertenecen a la familia de las ATPasas de tipo P. En un estudio muy
reciente, Novak et a/?** han localizado, mediante inmunofluorescencia, tanto la H*,K*-ATPasa
gdstrica como la no gdstrica en la membrana lateral y apical de las células de los conductos

pancredticos intercalares, intralobulares e interlobulares de rata.

14
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La bomba gdstrica es capaz de generar grandes gradientes de H' y su funcidn fisiolégica en las
células parietales del estémago es mediar la secrecién de HCI."*7?20381 En e rifién, esta bomba
es la responsable de la secrecién de H' y de la reabsorcién y recirculacién de K'.3%3* Las
bombas no gdstricas se expresan en muchos tejidos, como colon, rifién, placenta, piel o
préstata, en los que contribuyen a la secrecién de H' y reabsorcidn de K; su funcionamiento
suele estar asociado a situaciones no fisioldgicas, como los desajustes en el equilibrio dcido-

base o en la homeostasis del K* y del Na*.16%2%8313

Experimentos de medida de la recuperacién del pH; tras una carga dcida parecen indicar que
las H',K’-ATPasas contribuirian de forma significativa a la secrecion de HCO;™ estimulada por
secretina en conductos pancredticos de pequefio tamafio de rata.*** Ademds, parece que la

inhibicién de esta bomba, con omeprazol o con SCH-28080,%*

provoca una disminucién de la
secrecion ductular mucho mayor que la observada al inhibir cualquier otro tipo de
transportador, como el NHE, NBC o AE.*'** Aunque, como ya se ha mencionado, las técnicas
inmunohistoquimicas localizan estas proteinas transportadoras tanto en la membrana lateral
como en la luminal, los propios autores de este estudio ponen en duda la funcionalidad de las

H* K'-ATPasas luminales.?**

1.2.3. Transporte de iones a través de la membrana apical

Siguiendo la hipétesis cldsica, la secrecion de HCO3;™ a través de la membrana luminal se
realiza, fundamentalmente, por medio de un intercambiador CI"/HCO5", acoplado a un canal de

CI", identificado como el CFTR, el regulador transmembranal de la fibrosis quistica.

Intercambiadores anionicos

Algunos trabajos demostraron que la secrecién pancredtica de HCO;™ depende de la presencia
de CI” en el lumen ductular, y que la sustitucién del CI” por un anién que no puede atravesar la
membrana plasmdtica es capaz de inhibir, hasta un 60%, la secrecion de los conductos
pancredticos en distintas especies.’®**!*®> Estos resultados sugieren que la secreciénh de HCO3
en las células ductulares pancredticas estaria mediada por un intercambiador anidnico

CI"/HCO5", localizado en la membrana luminal. La existencia de este intercambiador se
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demostré en conductos interlobulares de rata®' y posteriormente se comprobé que su

actividad aumenta cuando se estimula la secrecién de HCO3™ en cobaya y ratén.2%43%7

La identificacion molecular del intercambiador anidnico de la membrana apical de las células
ductulares ha sido un campo de investigacién muy activo en los (ltimos afios. Finalmente, se ha

6,892% concretamente

demostrado que este intercambiador es un miembro de la familia SLC2
el SLC26A6, también llamado CFEX o PATI, aunque también se expresa en menor medida el
SLC26A3 o DRA, que se detecté por primera vez en conductos pancredticos de ratén.'® La
expresién del SLC26A6 se ha demostrado en conductos pancredticos de ratén,'®® de

cobaya,**° en el pdncreas humano y en dos lineas celulares ductulares pancredticas humanas.?"

La expresién de los dos intercambiadores puede ser diferente a lo largo del drbol ductal: el
SLC26A6 se expresaria en las zonas mds proximales, mientras que el SLC26A3 se localizaria
en las zonas mds distales. Esto explicaria la secreciéon de HCOs™ en las partes proximales y su

intercambio por Cl” en las distales.'8¢88

Los diez miembros de la familia SLC26 codifican para intercambiadores anidnicos, capaces de
transportar un amplio rango de aniones, mono y divalentes, como formiato, oxalato, 50,7, Cl,
HCO;™ y OH". Sus estequiometrias varian, algunos son electrogénicos y varios de ellos

muestran una fuerte interaccién con CFTR.8

Estudios funcionales®” o de delecién del gen s/c26a6 en ratones'® demuestran una actividad
electrogénica para SLC26A3 y SLC26A6, aunque la polaridad de ambos intercambiadores es
opuesta: el SLC26A3 presenta una estequiometria 2CI:1HCO5™ o mayor, mientras que la del
SLC26A6 es 1CI:2HCO;3™ o menor. Por otro lado, la homologia entre el SLC26A6 de ratén y el
humano es solo del 78%; estudios recientes, que analizan el intercambio de oxalato/Cl" a
través de este transportador, muestran diferencias entre ambas especies tanto en su

estequiometria como en su afinidad por el CI".%?

En células ductulares de cobaya parece que la estequiometria del SLC26A6 es 1CI":2HCO3, lo
que implica que este intercambiador anidnico deberia ser capaz de mantener por si solo una
secrecion neta de fluido; de hecho, cuando se bloqueaba el CFTR con CFTR;;,-172, se mantenia

una secrecién rica en HCO3.3*° Sin embargo, siguen existiendo dudas acerca de la
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estequiometria exacta del intercambio CI'/HCO;™ a través del SLC26A6 en humanos y en otras

especies.?¥’

CFTR

Mediante estudios de patch-clamp se demostré la existencia, en conductos interlobulares de
rata, de canales anidnicos que son activados tras la estimulacién con secretina y cAMP.102%
También se encontraron estos canales de CI” en células ductulares pancredticas de otras

9115.236.250 incluido el hombre.?*!"! Estos canales anhidnicos son los denominados CFTR

especies,
(cystic fibrosis transmembrane regulator), proteina codificada por el gen de la fibrosis

quistica, y son activados por la via del cAMP/PKA '#7°

El CFTR comparte estructura con la familia de proteinas A TP-binding cassette (ABC), que,
hidrolizando ATP, obtienen energia para transportar compuestos a través de la membrana
celular en contra de gradiente quimico. EI CFTR presenta 12 segmentos fransmembrana
dispuestos en dos dominios de 6 segmentos cada uno (TMD; y TMD;), 2 dominios
citoplasmdticos de unién a nucledtidos (NBD; y NBDz) y un dominio regulador (R) con mdltiples

sitios de fosforilacién para la PKA y para la proteina cinasa € (PKC).2"

El CFTR, a diferencia de otros transportadores de la familia ABC, no requiere la hidrélisis del
ATP para transportar los aniones, ya que funciona como un canal en el que estos fluyen a favor
de gradiente electroquimico.?*® Sin embargo, parece que la hidrélisis de ATP puede aumentar
la eficacia del transporte, haciendo mds estable el estado abierto del canal o bien aportando
mayor reversibilidad.” Se piensa, pues, que la hidrélisis del ATP tiene un papel regulador de la

apertura y cierre del canal.!*®

Medidas de la conductancia del CI” por patch-clamp en células de conductos intra- e
interlobulares de cobaya demostraron que a la concentracion mdxima de HCO3™ luminal en esta
especie (150 mM),**? las corrientes de CI” a través de los canales CFTR de la membrana
luminal se inhiben. Los autores proponen que la inhibicién de la salida de CI” podria limitar la
despolarizacion de la membrana luminal y mantener la fuerza eléctrica para la salida de HCO5”
a través de la fraccién de CFTR no inhibida. El CFTR es 3-5 veces mds selectivo para CI” que

para HCO3~;%*1¢1! sin embargo, es posible que esta selectividad sea variable y esté regulada
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por sefiales intracelulares.?’® En estudios de expresién de CFTR en oocitos de Xenopus se
demostré que, cuando el CI” extracelular cae a bajas concentraciones, como ocurre cuando se
produce una secrecion mdxima en los conductos pancredticos, la permeabilidad del CFTR al
HCO;™ se incrementa.®® En conductos pancredticos aislados de cobaya se demostrd que, tras
la estimulacion en condiciones fisioldgicas, la concentracion de CI” intracelular es muy baja, por
lo que se ve favorecido el transporte de HCO5;™ a través del CFTR, mecanismo que podria
contribuir a que se alcancen las elevadas concentraciones de HCO3;™ que caracterizan a su jugo
pancredtico.”® Un trabajo reciente en conductos pancredticos de esta especie apoyaria esta
dltima hipétesis, al concluir que una fraccién significativa del HCO3;™ secretado hacia el lumen
atraviesa la membrana apical a través del CFTR.'' Sin embargo, un reciente y meticuloso
estudio de patch-clamp con células humanas®*' pone en duda que la permeabilidad del CFTR al
HCO3™ aumente cuando la concentracion de CI” extracelular es baja, como ocurre en el lumen
ductular. 3 Segln este trabajo, parece que la ratio de permeabilidad del CFTR (Puco,iPcr)
estd fijada aproximadamente en 0.25, independientemente de la concentracion de CI°
extracelular y de mutaciones que afecten a la conductancia del CI" y a la secrecion de

HCco; 34

El CFTR regula, al menos en parte, los mecanismos de secrecion de HCO;™ de las células
ductulares. Las mutaciones del gen cf7r causan una enfermedad hereditaria, denominada
fibrosis quistica.!”® Las personas afectadas por esta patologia presentan una secrecién de
HCO3™ reducida,'®***? o que produce una acidificacién del jugo pancredtico, y con ella una
precipitacion de las mucinas y formacion de quistes. Ademds, se produce una activacion
prematura de las enzimas pancredticas digestivas, lo que conlleva una fibrosis generalizada de
la gldndula.® El grave efecto de esta patologia en el pdncreas pone en evidencia el importante

papel que juega el CFTR en la secrecién ductular pancredtica.

Canales de CI activados por Ca”* (CACC)

La secrecién de CI” a través de la membrana luminal de células ductulares pancredticas no solo
se produce a través del canal CFTR, sino también a través de canales de CI™ activados por Ca®*

(CACC)™?
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La presencia de canales CACC se ha descrito en células ductulares de varias especies; la
densidad de la corriente a través de estos canales es mayor en conductos pancredticos de
ratén y humanos que en los de rata o cobaya.’” Se ha sugerido que, en esas dos especies, los
CACC desempefian un importante papel en la funcidn ductular, ya que diversos agonistas cuya
accién cursa por la via del Ca®, como acetilcoling,” ATP Iluminal™ o el propio Ca®
extracelular,*® tienen un efecto activador de la secrecién. Esta hipétesis se apoya en el hecho
de que agonistas colinérgicos, como el carbacol, asi como el ATP, pueden activar los CACC en
células CFPAC-1, carentes de CFTR.*®” Ademds, los CACC median la secrecidh anidnica inducida
por ATP y angiotensina-II.>**! Por (ltimo, existen pruebas de que los canales de CI” activados
por Ca® pueden mantener la secrecién de HCOs™ en células CFPAC-1, ya sea actuando como
canales de HCO3™ en si mismos, o ejerciendo su accidn a través de un intercambiador anidhico

apical 3

La actividad de estos canales se ha puesto de manifiesto, mediante estudios de patch-clamp,
en la membrana apical de células ductulares de ratén.!® En esta especie, la activacién de los
canales CFTR por cAMP es relativamente baja, mientras que la ionomicina, que produce un
aumento importante de la concentracién de Ca®" citosdlico, aumenta de forma muy marcada la
conductancia al CI', tanto en células ductulares de ratones normales como de ratones con
fibrosis quistica."®*”® Se ha postulado que la presencia de CACC podria explicar el poco dafio
que sufre el pdncreas en modelos experimentales de ratones con fibrosis quistica, puesto que
este canal podria funcionar como un sustituto del CFTR;* sin embargo, no se ha encontrado
un incremento de la actividad de estos canales en ratones knockout para CFTR3”® Ademds,
nuestro grupo de investigacién ha demostrado que la secrecién inducida por forskolina en
conductos pancredticos de ratones Anockout para CFTR no estd mediada por la actividad de

canales de CI” dependientes de Ca®* 2%

Este tipo de canales aln no se han identificado molecularmente, aunque se ha propuesto que
podrian pertenecer a la familia de las bestrofinas, por su dependencia del Ca*, su
conductancia al CI" y su distribucién en los tejidos.”®® Sin embargo, un estudio reciente en
distintos tejidos epiteliales de ratén relaciona estos canales con la familia de las anoctamidas,
formada por diez proteinas (ANO1-ANO10),%*® que producen corrientes de CI” y presentan una

sensibilidad variable al Ca*" y distinto tiempo de activacién. Se ha descrito que en ratones
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knockout para ANO1 aparecen alteraciones en el transporte epitelial de electrolitos, que

acaban provocando una patologia similar a la fibrosis quistica.?*®

1.2.4. Transporte transepitelial de H,O: acuaporinas

La mayor parte del fluido secretado por el pancreas lo generan las células ductulares, que
constituyen solo una pequefia fraccion de la gldndula. El jugo pancredtico es isoténico respecto
al plasma, por lo que siempre se ha pensado en un movimiento osmético de H,O acompafiando al
transporte activo de los electrolitos; se suponia que este transporte de agua seguia la ruta
paracelular,’®® hasta el descubrimiento de las acuaporinas (AQP), unas pequefias proteinas que
forman canales y proporcionan una via para el movimiento de H,O a través de las membranas
celulares en una gran variedad de tejidos.?** Hasta la fecha se han identificado trece

proteinas distintas de esta familia en tejidos de mamiferos (AQPO-AQP12).1%3

En el pdncreas humano, la secrecién de fluido tiene lugar principalmente en los conductos
intercalares, en los que las células epiteliales expresan la AQP1 y la AQP5 en la membrana
apical y la AQP1 en la basolateral;*® la AQP1 también aparece en los conductos intralobulares,
pero en menor medida. En la rata y el ratén, la secrecion de fluido se produce principalmente
en los conductos interlobulares, donde la expresién de las acuaporinas es similar a la del
pdncreas humano: la AQP1y la AQP5 se encuentran en la membrana apical y solo la AQP1 en la
basolateral, si bien en la rata y el ratén la inmunorreactividad para estas proteinas es mucho
mds débil que en humanos;* esto no resulta sorprendente, teniendo en cuenta la gran
diferencia en la secrecion total de H,O en el jugo pancredtico humano y en el de esas especies

de roedores.’

En conductos interlobulares aislados de rata se ha demostrado que el bloqueo de la AQP1
basolateral con Hg?* inhibe, aunque solo parcialmente, los cambios de volumen luminal inducidos
por soluciones de perfusién de diferente osmolaridad.®*® Estos resultados sugieren que el
movimiento transepitelial de fluido en los conductos pancredticos de esta especie ocurre tanto

por la via paracelular como por la transcelular.
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1.2.5. Modelo actualizado

A la vista de todo lo revisado anteriormente, se representa a continuacién un modelo
actualizado de los mecanismos de transporte epitelial en una célula de un conducto

interlobular del pancreas de la rata.

BASOLATERAL \ LUMINAL
Na~, K7, H,0
2K~
Na*,K*-ATPasa
3Na~ o
- CFTR
2HCO, HCO;-C']-)
pNBC1 +

NHE1 - - cacc

Na~
V-ATPasa H- B
2HCO, I SLC26A6
Na- Cl-
NKCC1 K-
2CI-
cl=
AE
HCO;~
H,0 AQP1
Maxi-K* K*
H,0 AQP5
AQP1 H;O
K~ K* Maxi-K*
K*,H*-ATPasa
H-

f

Figura 2: Mecanismos de transporte de H.O y electrolitos en una célula de un conducto
interlobular del pdncreas de la rata. Se representan, en la membrana basolateral, la Na* K*-ATPasa,
el cotransportador Na'-2HCOs;™ (pNBC1), el intercambiador Na'/H® (NHE1), la H-ATPasa vacuolar
(V-ATPasa), el cotransportador Na'-K'-2CI" (NKCC1), el intercambiador anidnico CI'/HCO;™ (AE), los
canales de K' de elevada conductancia (maxi-K") y la acuaporina 1 (AQP1). En la membrana luminal se
representan el canal anidnico CFTR, los canales de CI” dependientes de Ca?* (CACC), el intercambiador
2HCO57/CI" (SLC26A6), y las acuaporinas 1y 5 (AQP1 y AQP5). En la parte inferior del modelo se
representan, separadas por una linea, la H',K'-ATPasa basolateral y los maxi-K* luminales; estos
mecanismos se han descrito muy recientemente y su importancia real estd pendiente de confirmacién.
En este modelo no se representan mecanismos como el intercambiador HCO57/2CI™ luminal (SLC26A3) o
el intercambiador Na'/H" luminal (NHE3), cuya expresién, en la rata, parece restringida a conductos
de mayor calibre.
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1.3. Regulacion de los mecanismos de secrecion ductular

1.3.1. Via del cAMP-PKA (Secretina)

El péptido mds estudiado y con seguridad el mds importante en la regulacién de la secrecidon
pancredtica de HCO3™ es la hormona secretina.* Estudios en conductos pancredticos aislados
demuestran que la secretina ejerce su efecto sobre las células ductulares a través del
aumento en la concentracién intracelular de cAMP* que activa al CFTR de la membrana
luminal, ' desencadenando la secrecién ductular de HCO3™ al generar un gradiente favorable

para el funcionamiento del intercambiador CI”/HCO5™ luminal 1432

Los receptores de la secretina, que estdn presentes en las células acinares y ductulares del
pdncreas,*™ pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas 6;°*° tras su
ocupacién por el agonista, activan a la adenilil ciclasa, de forma que aumenta la sintesis de
CAMP 126192 | o PKA tiene un papel esencial en la sefializacién intracelular, como efector del
incremento del cAMP, como se ha demostrado en una linea celular transfectada con el
receptor de secretina.*> En estas mismas células se ha comprobado que la forskolina, un
activador de la adenilil ciclasa,** provoca la misma respuesta a través del aumento de
cAMP.?® La forskolina ha sido muy utilizada como secretagogo en los estudios de secrecién
ductular, en los que reproduce el efecto causado por la secretina y/o el péptido intestinal

vasoactivo (VIP).SQ'HO'155'159'254'287'326'385

El CFTR presenta mltiples sitios de fosforilacién para la PKA y para la PKC.?7° La PKA activa
al CFTR al fosforilarlo,**!° mientras que la PKC modula este proceso.” La activacién del CFTR
tiene importantes consecuencias eléctricas en la célula ductular, ya que provoca una
importante disminucién de la resistencia eléctrica de la membrana apical, asi como una

marcada despolarizacién de ambas membranas, luminal y basolateral.*240242

Se ha descrito que la PKA también fosforila a los maxi-canales de K';'** esta fosforilacién

incrementa la sensibilidad del canal al Ca® intracelular, de forma que se activa, permitiendo un
mecanismo de salida de cationes que equilibra la fuerza electrogénica provocada por la salida

de HCO5™ a través de la membrana luminal *6
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Por tanto, el modelo cldsico de secrecién de electrolitos en las células ductulares pancredticas
postula que la PKA estd implicada en la activacion de los mecanismos de transporte epitelial,
mediante la fosforilacién, y consiguiente activacion, tanto del CFTR como de los canales
maxi-K.1>'3  Sin embargo, estudios realizados en nuestro laboratorio han puesto de
manifiesto que la inhibicién de la PKA no bloquea por completo la respuesta secretora a
forskolina en conductos pancredticos de raton, tanto en lo referente a la secrecion de CI°

como a la secrecién dependiente de HCO5™*

En este sentido, se ha descubierto la existencia de una via de actuacidn del cAMP,
independiente de la PKA, y mediada por la activaciéon de proteinas intercambiadoras de
nucleétidos de guanina de la proteina 6 monomérica Rapl, las Epac, proteinas de las que
existen al menos dos isoformas, Epacl y Epac2.”® Epacl se expresa en el pdncreas.”® Las
proteinas Epac regulan la funcién de canales idnicos en diversos tipos celulares; asi, se ha
descrito que las Epac pueden inhibir los canales de K' sensibles a ATP en células B
pancredticas,'”® incrementar la corriente de Ca®* a través de canales de tipo T, activados por
bajo voltaje, en células cromafines,?*®> aumentar la probabilidad de apertura de canales de Na*
sensibles a amilorida en células epi‘reliales,138 o activar una corriente anidnica, con
caracteristicas similares a la mediada por los canales de CI” dependientes de volumen, en
hepatocitos.”” También se ha descrito que la activacién de Epac produce incrementos en la
concentracién de Ca® citosélico en células del conducto colector renal, lo que sugiere que
estas proteinas podrian estar implicadas en la regulacién del transporte de CI” a través de los

CACC 382

Hasta el momento, existen pocos estudios sobre el eventual papel de las Epac en el pdncreas
exocrino, y todos ellos se han centrado en la fisiologia de las células acinares.’®**’* Se ha
demostrado que el cAMP tiene dos mecanismos efectores intracelulares en estas células: la
tradicional via de la PKA y la ruta iniciada por Epac.”® Los agonistas especificos de Epac no
provocan hinguna respuesta secretora en acinos aislados de rata, pero si que potencian la
respuesta secretora tras la estimulacion con concentraciones fisioldgicas de secretagogos que
acttdan a través de la via del Ca®*, como el carbacol (un agonista colinérgico) o la ceruleina (un

)'55

andlogo de la CCK).””> Ademds, los agonistas de Epac también potencian la activacion prematura

de proenzimas pancredticas inducida por concentraciones suprafisioldgicas de carbacol o de
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ceruleina.”® Por otro lado, en estudios con acinos pancredticos de ratén, se ha observado que la
liberacién de amilasas estimulada por cAMP parece ser independiente de PKA y dependiente
de Epacl, cuyo efecto no requiere la movilizacién de Ca®*.?%® Ademds, se ha comprobado que,
en este tipo celular, Epacl provoca la activacion de Rapl, acontecimiento que parece ser
suficiente para inducir la secrecién de enzimas pancredticas,?®® ya que el efecto estimulante
de la CCK o el carbacol sobre la secrecién en acinos pancredticos de ratén se inhibe de forma

significativa si se bloquea la activacién de Rap1.%®

1.3.2. Via del Ca** (Acetilcolina)

El cAMP fue considerado durante mucho tiempo el Unico mensajero intracelular
desencadenante de la secrecién ductular pancredtica. Aunque se sabia que la estimulacion
colinérgica inducia un aumento en la secrecién pancredtica, tanto de enzimas como de fluido,
se pensaba que la estimulacién parasimpdtica del pdncreas afectaba solo a los acinos. En
estudios con pdncreas de ratas sometidas a una dieta carente en cobre, que atrofia sus

1214 56 comprobé que la acetilcolina es también un poderoso estimulante de la secrecién

acinos,
de fluido ductular.®®® Este agonista actta a través de receptores muscarinicos, aumentando
la concentracién de Ca®* citosdlico libre en las células ductulares.®*? Se ha comprobado que el
incremento de la [Ca®]. en conductos pancredticos, tras su tratamiento con un ionéforo del
Ca®, la ionomicina, provoca una estimulacién de la secrecién de electrolitos.”” Esta secrecién
de HCO;™ estimulada por Ca®* en células ductulares podria estar mediada por los CACC, junto

con el CFTRy el intercambio HCOs™/CI a través de la membrana luminal 2!

237 50,157,231

Se sabe que la histamina,®” la angiotensina II' la tripsina, el propio Ca*
extracelular,®® el ATP y el UTP,1718149.213252337 19 hombesina®™! y la CCK,#3*¥ también son
capaces de estimular la secrecion ductular en el pdncreas de diversas especies, a través de un

incremento del Ca?* intracelular.

En contraste, la sustancia P provoca una disminucién de la secrecion basal de los conductos
pancredticos de rata e inhibe la secrecion estimulada por bombesina, péptido cuyas acciones

cursan a través de la ruta del Ca?*.17134
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1.3.3. Activacion de la secrecion por cGMP

Se ha descrito que la guanilina y la uroguanilina tienen un papel regulador en la secrecién
pancredtica de HCO3™. Primero se comprobd que estos péptidos activaban el CFTR a través de
un incremento en la concentracién de cGMP, estimulando la secrecién de agua y electrolitos en
el epitelio intestinal.’1°® Ambas proteinas, junto con su receptor con actividad guanilil ciclasa

C' se han localizado, mediante inmunohistoquimica, en los dominios apicales de las células

196

centroacinares y ductulares del pdncreas exocrino de rata®® y humano.””***” También se ha

demostrado la expresién en células ductulares del pdncreas humano de una proteina

intermediaria, la proteina cinasa dependiente de cGMP (cGKII)"”

que, una vez activada como
consecuencia del aumento de cGMP, fosforila al CFTR, activdndolo y provocando la

consiguiente estimulacién de la secrecién ductular.””

1.3.4. Relaciones entre transportadores

Ademds de actuar como un canal anidnico, el CFTR tiene mdltiples funciones de regulacion de
otras proteinas transportadoras. Se ha comprobado, tanto en estudios de expresion en lineas

celulares humanas,?® como en el conducto pancredtico principal del ratén,?**

que la activacion
del CFTR estimula al intercambiador CI"/HCO; luminal. También se ha descrito que, en el
conducto pancredtico principal de ratdn, el CFTR activado inhibe al NHE3 luminal, responsable
de la salida de H" al lumen y de la entrada de Na" en la célula ductular,* favoreciendo por
ambos mecanismos la secrecién de HCOs3'". En las lineas celulares humanas CAPAN-1y CFPAC-1,
la presencia del CFTR parece necesaria para que el cAMP active el transporte de HCO;™ a
través del pNBCl basolateral ! Esto se puso de relieve fras la transfeccién de células
CFPAC-1, que carecen de CFTR funcional, con ¢/7r no mutado; los autores de este estudio han
sugerido que la despolarizacion de la membrana, consecuencia de la salida de CI” a través del
CFTR, es la causa de la activacién del transporte electrogénico mediado por el pNBC1.3"
También se ha descrito que la transfeccién con el gen cftr, en la linea CFPAC-1, influye en la
activacién mediada por cAMP de los canales de K' basolaterales,””” y regula la expresién y

actividad del cotransportador NKCC1.3%

Una vez identificada la naturaleza molecular de los intercambiadores anidnicos luminales, se

ha podido observar que el CFTR interviene en la activacion del intercambio mediado tanto por
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SLC26A3 como por SLC26A6.%° Se ha sugerido que el dominio regulador del CFTR puede
interaccionar con un dominio STAS (su/fate transporter and antisigma antagonist), altamente
conservado, de varios transportadores de la familia SLC26; esta unién tiene como resultado la

activacién reciproca de ambos transportadores.'®®

Muchas de estas interacciones con otras proteinas tienen lugar dentro de complejos
macromoleculares, en los que intervienen proteinas ensambladoras con dominios PDZ; estos
dominios proporcionan puntos de anclaje a los motivos de union a PDZ del extremo C-terminal
de muchas proteinas de membrana.?®” La asociacién fisica entre intercambiadores de la familia
SLC26 y CFTR es posible, ya que se ha demostrado la presencia de un dominio PDZ en el
extremo C-terminal del SLC26A6, idéntico al que presenta el CFTR? Tanto el SLC26A6
como el CFTR se unen a través de motivos PDZ a las proteinas ensambladoras EBP50 (NHERF1,
Na'/H" Exchanger Regulatory Factor 1) y E3KARP. Es posible que las interacciones dentro del
complejo CFTR-EBP50-SLC26A6 sean responsables de la estimulacién del intercambio apical
de aniones mediado por la activacién del CFTRZ?** Las interacciones entre el CFTR y el
SLC26A6 pueden consistir en una activacién mutua, cuando el CFTR ha sido fosforilado por la
PKA,'® 0 en una supresién de la actividad del CFTR como canal anidnico, por el SLC26A6, en
condiciones de reposo.®’ Aunque muy pocos trabajos se han centrado especificamente en las
células ductulares pancredticas, estudios de expresion heteréloga han revelado cémo las
proteinas de ensamblaje EBP50 y Shank2 provocan la proximidad fisica entre la PKA y algunas
fosfodiesterasas, por una parte, y el CFTR por otray, de este modo, incrementan o reducen la
probabilidad de la activacién del CFTR dependiente de cAMP.?°* EI AMP generado por las
fosfodiesterasas, dentro del complejo macromolecular, puede a su vez ejercer un efecto
inhibidor sobre el CFTR, a través de la AMPK (cinasa dependiente de AMP), que
probablemente forma parte de este complejo.””® Estudios en duodeno de ratones knockout
para la familia de las proteinas de ensamblaje NHERF, demostraron que los B.-adrenoceptores
y los receptores del dcido lisofosfatidico ejercen su influencia sobre el CFTR y sobre la

secrecién de HCO3™ a través de miembros especificos de esta familia de proteinas.’®®

En los dltimos afios estd cobrando importancia una proteina descubierta recientemente,
denominada IRBIT (IP;Rs binding protein released with IPs), por su papel en la regulacion de

la secrecién ductular de fluido y HCO3*° Se ha observado que IRBIT posee miiltiples
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funciones y regula la actividad de diversas proteinas, incluyendo transportadores de HCOj3, lo
que la convierte en un elemento esencial para la coordinacion de los mecanismos de secrecion
epitelial de este anién.*’° Se ha demostrado que el cotransportador pNBC1 posee un (nico
dominio N-terminal que interactda con IRBIT:** cuando el cotransportador se expresa en
oocitos de Xenopus su actividad basal es baja, si bien la coexpresion de IRBIT la incrementa
marcadamente.3® Ademds, en ratones knockdown para IRBIT la secrecién pancredtica
ductular de fluido y HCO3 se reduce, bien por la inhibicién del pNBC1 o por la de otros
transportadores luminales de HCO3:*"® de hecho, se ha descrito, en estos mismos ratones,
que el CFTR también se activa por IRBIT, aunque la interaccion entre ambos es distinta a la
que tiene lugar entre IRBIT y pNBC1.*"® Asi, parece que la activacién por IRBIT, tanto del
pNBC1 como del CFTR, acopla la entrada basolateral de HCO3;™ con su salida por la membrana

luminal, asegurando asi la coordinacién de la secrecién ductular de fluido y HCOs™3"°

Otro de los mecanismos de transporte activado por IRBIT es el intercambiador luminal
Na'/H’, el NHE3."! En condiciones de bajas tasas de secrecién, el NHE3 puede recuperar
HCO5™ del jugo pancredtico: los H™ secretados al lumen reaccionan con el HCO5™, generando
CO;, que difunde al interior de la célula, donde originard HCO3™. Se ha descrito que el CFTR
inhibe la actividad del NHE3 en conductos estimulados.* A la vista de estos resultados, se ha
postulado que IRBIT coordina la recuperacién de HCOj3 en el estado de reposo y la secrecion

de HCO5™ tras su estimulacién.’”®

2. FRACCION ACINAR DE LA SECRECION PANCREATICA EXOCRINA

2.1. Estructura del acino pancreatico

El acino pancredtico estd constituido por una capa de células de origen epitelial, con forma
piramidal, que presentan un polo apical, con microvellosidades orientadas hacia la luz acinar, y
una zona basal que se apoya en una membrana de tejido conectivo. El acino estd formado

principalmente por células acinares, aunque también contiene células centroacinares.?”
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Células acinares: Estdn especializadas en la secrecion enzimdtica, presentando un reticulo
endoplasmdtico rugoso muy desarrollado, localizado en su porcién basal, y un elevado
ndmero de mitocondrias.'®” Tienen un citoplasma muy baséfilo y una gran cantidad de
grdnulos de zimdgeno acidéfilos, localizados principalmente en la zona apical de la célula.*”’
El famafio de los grdnulos de zimdgeno varia segln su grado de desarrollo y en respuesta a

la estimulacién por agentes neurohormonales.'”

Las enzimas sintetizadas en los ribosomas del reticulo endoplasmdtico rugoso se
transportan mediante un sistema de cisternas hasta el aparato de Golgi, y de alli en
vacuolas condensantes, que madurardn hasta grdnulos de zimégeno, donde estas proteinas
se almacenan hasta ser secretadas. Este mecanismo permite que las enzimas estén en todo

momento en compartimentos aislados del citoplasma.

Las células acinares adyacentes se unen mediante complejos que incluyen zonas de
adherencia, desmosomas, tight junctionsy gap junctions. Estas uniones se localizan en las

proximidades de la regidn apical y permiten la coordinacién de la funcién de células vecinas.

En la membrana basolateral de las células acinares se localizan los receptores para
hormonas y neurotransmisores, como la colecistocinina (CCK), secretina, péptido liberador
de gastrina (GRP), acetilcolina, péptido intestinal vasoactivo (VIP)y péptido relacionado con
el gen de la calcitonina (CGRP), responsables todos ellos de estimular la sintesis y secrecion

enzimdtica por parte de la célula.

Células centroacinares: marcan el inicio del sistema ductular y contribuyen a la secrecidn
de fluido y electrolitos. Son de menor tamafio que las células acinares y su citoplasma
carece de grdnulos de zimdgeno, presentando un reticulo endoplasmdtico rugoso poco
abundante.!” Se ha demostrado en la especie humana que estas células, al igual que las

ductulares, presentan actividad anhidrasa carbénica.3?*
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2.2. Fisiologia de las células acinares

2.2.1. Generalidades

La principal funcién de las células acinares es sintetizar, almacenar y secretar una gran
variedad de enzimas digestivas, junto con un pequefio volumen de jugo pancredtico, rico en
NaCl. Las enzimas pancredticas son de distintos tipos: glicoliticas, lipoliticas, proteoliticas y
nucleoliticas, responsables de la hidrélisis de glicidos, lipidos, proteinas y dcidos nucleicos,
respectivamente, de forma que actdan sobre estos componentes de los alimentos para
producir moléculas que puedan ser absorbidas por la mucosa intestinal. La proporcién relativa
de estos tipos de enzimas varia sustancialmente entre las distintas especies, en funcién sobre
todo de la composicién de su dieta. Muchas de las enzimas se sintetizan y secretan como
precursores inactivos, lo que evita la autodigestién del propio pdncreas; ademds, el jugo
pancredtico contiene algunos inhibidores enzimdticos, que contrarrestan la eventual activacion
prematura de las enzimas. De este modo, en condiciones fisioldgicas normales, las enzimas

digestivas se activan solo cuando llegan al duodeno.

2.2.2. Regulacion de la secrecion

La ingestién de comida inicia una serie de mecanismos herviosos, endocrinos y paracrinos que
regulan la liberacion de cantidades adecuadas de enzimas digestivas desde las células
acinares. Existen varios reguladores nerviosos o humorales que se liberan en respuesta a la
ingestion de comida, como la CCK, la acetilcoling, la secretina o el VIP. Otros muchos péptidos
gastrointestinales fambién pueden actuar como secretagogos, aunque su relevancia fisioldgica
no estd tan clara. Existen ademds otra serie de agentes que actian como moduladores de la
secrecién y que son, entre otros, la insulina, el factor de crecimiento epidérmico (EGF), la

somatostatina o la sustancia P.

Los secretagogos pancredticos estimulan la secrecion acinar, pero también pueden afectar a
otras funciones, como la sintesis de proteinas, la expresién genética, el crecimiento y la
produccién de energia.?”® La accién de los secretagogos sobre la secrecién enzimdtica se inicia
tras su unién reversible al dominio extracelular de su receptor, localizado en la membrana

basolateral de la célula acinar. La unién del secretagogo a su receptor es necesaria y

29



Introduccion

suficiente para iniciar varias vias de transduccion de sefiales, en las que intervienen diversos
mensajeros intracelulares, que culminan en la fusion directa de los grdnulos de zimégeno con la

membrana plasmdtica luminal, estimulando por tanto la secrecion enzimdtica del pdncreas.

De acuerdo con el tipo de receptor, cldsicamente se han identificado dos mecanismos de
sefializacién intracelular que median las acciones de los diferentes secretagogos sobre la
secrecién enzimdtica del pdncreas: uno utiliza oscilaciones de las concentraciones de Ca®*
citosélico libre ([Ca®'].) y el otro incrementos del cAMP. El primero implica la activacién de la
fosfolipasa C, mientras que el segundo requiere la estimulacion de la adenilil ciclasa; ambos
fenémenos se producen por interaccién del secretagogo con receptores de membrana

acoplados a proteinas G.

La mayoria de los trabajos sobre mecanismos de sefializacién intracelular se han centrado en
algunos secretagogos pancredticos, como CCK, acetilcolina, secretina y VIP. Los dos primeros
activan la via de sefalizacién del inositol trisfosfato (IPs)/diacilglicerol, que aumenta la [Ca®'].
y activa a la proteina cinasa C (PKC). Por otro lado, la via de sefializacidn iniciada por la
secretina y el VIP estd mediada por un incremento en el nivel de cAMP y la consecuente

activacién de la proteina cinasa A (PKA).?!

2.2.3. Rutas de senalizacion intracelular

La mayor parte de los estudios se han centrado en el papel del Ca* como mensajero
intracelular en células acinares pancredticas. La estimulacién de estas células con
concentraciones suprafisioldgicas de CCK, acetilcolina (o su andlogo carbacol), o bombesina,
produce un pico en la [Ca*'],, sequido de una meseta, en la que la [Ca®*]. se mantiene en valores
superiores a los basales durante varios minutos después de la aplicacién del estimulo. Estos
resultados se interpretan admitiendo que el pico inicial se debe a la salida de Ca®* desde
depésitos intracelulares, mientras que la meseta seria consecuencia de su entrada desde el
liquido extracelular, ya que, en ausencia de Ca® extracelular, la vuelta a las concentraciones
iniciales tras el estimulo es mucho mds rdpida.®”® La entrada de Ca** extracelular dependeria
del agotamiento de los depdsitos intracelulares, ya que el estimulo, a través de la generacion

de IP;, produciria la salida de la mayor parte del Ca** almacenado.?¢°-3¢°
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Cuando las concentraciones de secretagogos son fisioldgicas, el patrén de la sefial de Ca®* es
completamente distinto, observdndose oscilaciones de su concentracion, en forma de espigas,
que aparecen a una frecuencia de 0.5 a 5 por minuto, y que se producen incluso en ausencia de
Ca® extracelular; esto se interpreta como una salida y entrada ciclicas del Ca* de los
depdsitos.®*® En este caso, se piensa que los principales responsables de esta salida de Ca*
serian la ADP ribosa ciclica (cADPR)?®? o el dcido nicotinico adenina dinucledtido fosfato

(NAADP),?°? aunque la participacién del IP; no estd totalmente descartada.?°

El principal destino del Ca*" citosélico es su unién con la proteina calmodulina. Como resultado
de la unién Ca**-calmodulina se produce la activacién de numerosas enzimas, entre las que
cabria destacar varias proteinas cinasas, como la MLCK (cinasa de la cadena ligera de la
miosina) o la PKC, y alguna fosfatasa, como la calcineurina dependiente de Ca®, que pueden
tener efectos sobre la secrecién enzimdtica.®”® Otra posibilidad es que el Ca** se una, o regule
de forma directa, a una de las proteinas de los grdnulos de zimdgeno y, como consecuencia de

ello, se active la maquinaria de las proteinas SNARE.373-374

El aumento de la [Ca®']. desencadena el proceso de exocitosis, que implica la fusion de los
grdnulos de zimdgeno con la membrana apical.!”* Este proceso viene precedido por el avance de
los grdnulos a través de una red de filamentos de actina, que puede actuar favoreciendo o
inhibiendo su movimiento hacia la membrana.?*® Se ha comprobado que en el momento en que
un estimulo de la secrecién llega a la célula, tiene lugar un proceso de polimerizacién de la
actina F, que hace que esta recubra los grdnulos de zimégeno;**° este recubrimiento estabiliza
la membrana del grdnulo y supone una condicidn necesaria para que se produzca el proceso de
exocitosis.?’? En la membrana de los grdnulos de zimégeno hay una serie de proteinas que
estdn implicadas en el empaquetamiento de las proenzimas digestivas, en el movimiento de los

grdnulos y en su fusién con la membrana apical.®®

Otros secretagogos, que activan la via del cAMP, pueden también contribuir a la regulacién de
la secrecién, a través de la activacién de la PKA.?®> Estudios en acinos pancredticos aislados de
rata han mostrado que el tratamiento con inhibidores de la PKA reduce significativamente la
respuesta secretora inducida por una combinacién de carbacol, un agonista colinérgico, y
8-Br-cAMP, un andlogo del cAMP.>*** Aunque los mecanismos moleculares por los que la

activacion de la PKA induce la secrecion enzimdtica en acinos pancredticos apenas se han
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investigado, se sabe desde hace mucho tiempo que existe una potenciacién de la respuesta
secretora ante la estimulacién conjunta con secretagogos que acttan por la via del Ca® y por
la via del cAMP.3% Por otra parte, como se ha revisado en el apartado correspondiente a la
regulacién de la secrecidn en células ductulares, dltimamente se le estd dedicando bastante
atencion al posible papel de las proteinas Epac como efectores intracelulares del cAMP en las

células acinares pancredticas.”

3. PANCREATITIS AGUDA

3.1. Generalidades

Las células acinares pancredticas sintetizan grandes cantidades de enzimas, que representan,
potencialmente, una considerable capacidad autodigestiva. Como ya se ha mencionado, en
condiciones normales existen una serie de mecanismos que protegen al pdncreas y previenen la
autodigestién, como son el transporte intracelular de las proenzimas digestivas
compartimentalizado, la secrecion de enzimas como zimdgenos inactivos, o la presencia de

inhibidores de proteasas en las células acinares.'%

La pancreatitis se define como una inflamacion pancredtica acompafiada de una destruccidn
total o parcial de la gldndula. La clasificacion de los distintos tipos de pancreatitis propuesta
por Langerlof en 1942'%® divide estas en agudas, que en algunos casos son reversibles, y

crénicas, que se caracterizan por ser progresivas.3'*

Podemos definir como pancreatitis cronica aquella que cursa con lesion e inflamacion crénica
del pdncreas, asociada a una desaparicién del parénquima exocrino, fibrosis irreversible y
posible destruccién del tejido endocrino, y puede ser considerada como leve, media o grave.'®
No vamos a revisar las caracteristicas de cada uno de los tipos, ya que la pancreatitis crénica

no es objeto de este estudio, y vamos a centrarnos en la pancreatitis aguda.

Bajo el término de pancreatitis aguda se agrupan una serie de lesiones inflamatorias del
pdncreas y también de los tejidos peripancredticos, que pueden estar acompafiadas de

necrosis acinar, necrosis del tejido graso y/o hemorragia, segin la clasificacién propuesta por
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Sarles et al. en 1989.2%° Es un proceso autodigestivo de la gldndula, en el cual esta se consume
por su propia actividad enzimdtica. No estd claro el proceso desencadenante de esta digestidn,
pero si estdn bien identificados una serie de factores etioldgicos de la enfermedad, como son
litiasis biliar, consumo de alcohol, hiperlipidemia, trauma o determinados fdrmacos3* La
enfermedad puede presentar un curso benigno o asociarse a complicaciones sistémicas,

apareciendo insuficiencia renal y respiratoria, shock circulatorio y, a menudo, la muerte.'8®
La pancreatitis aguda se puede clasificar en dos grandes grupos:?3*

e Edematosa: también llamada intersticial. Es la forma menos grave y cursa con necrosis
grasa peripancredtica y edema intersticial, pero sin necrosis parenquimatosa, y se
acompaia de un descenso en el valor del hematocrito. También es caracteristica la
presencia, en las células acinares, de vacuolas intracitoplasmdticas, que contienen tanto

enzimas digestivas como hidrolasas lisosomicas.

e Hemorrdgica-necrotizante: es la forma mds grave de la enfermedad. Al principio de esta
se produce una hemoconcentracion, aumentando el valor del hematocrito. Se caracteriza
por la existencia de una gran extensién necrdtica, presente tanto en la zona
peripancredtica como en la intrapancredtica, que va acompafiada de hemorragia. Las
funciones endo- y exocrina pueden verse alteradas durante un tiempo variable, que en el
hombre puede ser desde algunas semanas hasta varios meses, si bien este tipo de

pancreatitis estd asociado a una elevada mortalidad.

3.2. Modelos experimentales de pancreatitis aguda

El estudio experimental de la pancreatitis aguda en animales se hace imprescindible a la hora
de estudiar sus factores etioldgicos y fisiopatoldgicos, asi como en el intento de mejorar el
diagnéstico y el tratamiento de la enfermedad. En el estudio de la pancreatitis aguda se han
utilizado diferentes especies, entre las que se encuentran la rata, el ratén, el hdmster, la

zarigiieya, el gato, el perro y el mono.*

Hay una gran variedad de protocolos para inducir pancreatitis aguda experimental, que

difieren en metodologia, gravedad de la enfermedad, extension del proceso inflamatorio,
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mortalidad asociada, etc. De esta forma, es posible elegir el mds apropiado segtn la variable
que se prefenda estudiar. Comentaremos muy brevemente algunos de estos modelos
experimentales, divididos en tres grupos, y después nos centraremos en los tres modelos

elegidos en el presente frabajo.

3.2.1. Modelos /in vivo no invasivos

Pancreatitis aguda inducida por secretagogos

Diferentes secretagogos pueden inducir pancreatitis aguda por hiperestimulacién del
pdncreas. En la actualidad, los secretagogos mds utilizados para la induccién de pancreatitis

) 199

aguda son la ceruleina (un andlogo de la CCK),'* el carbacol (un agonista colinérgico)** o

anticolinesterasas.®®

La ceruleina es el secretagogo elegido en nuestro trabajo para inducir uno de los modelos de

pancreatitis en la rata; por ello, mds adelante trataremos este modelo con mds profundidad.

Pancreatitis aguda inducida por la dieta

Se puede inducir pancreatitis aguda necrohemorrdgica en el ratén mediante la administracion

de una dieta deficiente en colina y suplementada con etionina (CDE).?%®

Este modelo de pancreatitis inducida por la dieta se utiliza, sobre todo, para estudiar efectos
a largo plazo de la pancreatitis, principalmente a nivel histolégico. La mayor desventaja de
este método es que solo se utiliza en el ratén, y existen importantes diferencias en la

patogénesis de la pancreatitis entre esta especie y la humana.®

Pancreatitis aguda inducida por L-arginina

El tratamiento con el aminodcido L-arginina puede inducir pancreatitis aguda de distinta
gravedad, segln la dosis y la pauta de administracién. En el presente trabajo hemos utilizado
este modelo, que ampliaremos mds adelante, para inducir pancreatitis aguda de gravedad

moderada.?®

34



Introduccion

3.2.2. Modelos /n vivo invasivos

Pancreatitis aguda inducida por cierre del asa duodenal

El modelo de induccidn de pancreatitis por cierre del asa duodenal fue descrito en el perro
por Pfeffer et al. en 1957.%°! El mecanismo que probablemente provoca la pancreatitis en este

modelo es la distensién de la zona del duodeno aislada y el reflujo de enzimas activadas 2%

Este método se ha usado en varias especies y con algunas modificaciones.38-%23 Se utiliza
para el andlisis de los factores responsables del inicio de la pancreatitis, y mds en concreto
del papel que tiene el reflujo duodenal en las primeras fases de la enfermedad. La
disponibilidad de otros modelos mds simples de induccion de pancreatitis ha hecho que el uso

de este método haya decaido en los dltimos afios.3°

Pancreatitis aguda inducida por ligadura del conducto pancredtico

Este modelo pretende reproducir la obstruccion causada por cdlculos biliares, que puede
conducir a la pancreatitis aguda, y se ha utilizado para estudiar hasta qué punto el reflujo de

bilis inicia la pancreatitis.?®

Existen modificaciones de este método, utilizadas para variar la gravedad de la pancreatitis.
Por ejemplo, se puede combinar con la administracién de secretagogos, como CCK,3®3

ceruleina’*! o secretina,?'% o con estos secretagogos e isquemia pancredtica.!*?

Pancreatitis aguda inducida por cambios vasculares

La pancreatitis aguda puede inducirse mediante cambios en el flujo sanguineo, provocados por
la extraccién y reinfusién de un elevado volumen de sangre,? por obstruccién venosa,*® o por
alteraciones en la microcirculacion pancredtica, mediante la inyeccion de microesferas en los

vasos sanguineos.?¢?

Este modelo de pancreatitis se viene utilizando para intentar esclarecer el papel de los
cambios microvasculares en las primeras fases de la pancreatitis, asi como en la aparicién y
extensién de la necrosis pancredtica.'®® También se ha utilizado para evaluar medidas

terapéuticas de mantenimiento isovolémico.'® Por (ltimo, existen pruebas de que este modelo
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puede progresar, en Ultima instancia, hasta pancreatitis crénica, siendo Gtil para el estudio de

esta enfermedad.®®

Pancreatitis aguda inducida por inyeccion de sustancias en el conducto pancredtico

La inyeccién ductal de sustancias similares a la bilis, contenido duodenal o enzimas
pancredticas activas es uno de los métodos experimentales mds utilizados para la induccién de
pancreatitis aguda; las sustancias mds empleadas son dcidos biliares, como el taurocolato® o el

278

glicodesoxicolato 2’8 el alcohol etilico®®? y agentes pro-oxidantes. 3!

Existen diferentes formas de realizar la inyeccion: anterdgrada o retrdgrada, simple o
infusidn, etc. Por otra parte, la reproducibilidad de la lesion inflamatoria se puede controlar
variando la sustancia inyectada, su concentracion, la presién con la que se aplica y el tiempo. La
cantidad de pardmetros modificables hace que, dentro de este modelo de induccion de

pancreatitis, existan diferentes protocolos experimentales. 2924370

En un apartado posterior revisaremos con mds detalle el método de induccién de pancreatitis
mediante infusion retrograda de taurocolato sddico en el conducto pancredtico, por ser uno de

los utilizados en este trabajo.
3.2.3. Modelos ex vivo

Pdncreas aislado y perfundido

El pdncreas, generalmente de perro, puede aislarse y conectarse a un circuito de perfusion y
oxigenacion. Una vez conectado, se puede canular el conducto pancredtico para inyectar
sustancias de forma retrégrada.?®* El principal inconveniente de este modelo, aparte de su

compleja preparacidn, es que, en general, no se puede utilizar durante mds de 4 horas.

3.3. Pancreatitis aguda inducida por ceruleina

La ceruleina es un decapéptido, andlogo de la CCK, aislado por primera vez de la piel de la rana
Hyla caerulea. La estructura molecular y la accion farmacoldgica de esta sustancia es muy

similar a la de la CCK, pero su potencia es siete veces mayor que la de la hormona intestinal.'¢®
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En la rata, la estimulacién con dosis supramdximas de ceruleina provoca la aparicién de una
pancreatitis aguda edematosa, acompafiada de un incremento de los niveles de enzimas

pancredticas en la sangre.!9%-28°.368

Este modelo se utiliza principalmente para el estudio de los fenomenos intracelulares en las
fases iniciales de la pancreatitis, y tiene varias ventajas, entre las que destacan que no es un
método invasivo, que permite un control del dafio que se produce y que es aplicable a varias
especies. La mayor limitacién que presenta es que produce una pancreatitis leve, por lo que no

es Util para el estudio de los aspectos mds destructivos de la enfermedad.

La forma habitual de administracion de la ceruleina consiste en la inyeccién de varias dosis por
via subcutdnea a distintos tiempos, aunque también puede administrarse por inyeccion
intraperitoneal o infusién intravenosa. En cualquier caso, los dafios en el pdncreas dependerdn
de la dosis y de la pauta de administracion de la ceruleina, lo que permite conseguir diferentes

niveles de gravedad de la enfermedad.3”

La ceruleina estimula la secrecién pancredtica exocrina, provocando un aumento en el volumen
del jugo pancredtico y favoreciendo la secrecién de proteinas. Actla a través de receptores
de la CCK, y a dosis altas provoca, en las células acinares, la premaduracion del tripsinégeno de
manera dependiente de una hidrolasa lisosomica, la catepsina B.!*3 Dentro de las células, la
tripsina hidroliza y activa al tripsindégeno y a otras proenzimas;'®® la presencia de enzimas
activadas dentro del pdncreas es un factor clave en el desarrollo de la pancreatitis aguda
inducida por ceruleina,'® ya que estas degradarian a las proteinas celulares, incluyendo a la
F-actina, una proteina estructural bdsica para la célula, lo que inhibe la exocitosis.>'” Todos

estos procesos, en conjunto, conducirian a la autodigestién del pdncreas.

A nivel tisular, la induccién de pancreatitis aguda por ceruleina da lugar a una serie de
alteraciones del sistema vascular, edema pancredtico, respuesta inflamatoria y, en dltima
instancia, necrosis de las células acinares. El estudio de la microvasculatura en este modelo
revela que aproximadamente el 42% de los capilares pancredticos muestra, al microscopio
electrénico, un lumen colapsado.!*® Esta reduccién del flujo sanguineo, junto al aumento de la
permeabilidad capilar y de la filtracién vascular, contribuye a la formacion de edema en los

estadios tempranos de la enfermedad. También el incremento de la presién oncdtica del
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tejido, por la liberacién al intersticio de enzimas pancredticas y productos hidroliticos, puede
contribuir al aumento del liquido intersticial. Por otro lado, poco tiempo después de la
hiperestimulacidn con ceruleina se desencadena una respuesta inflamatoria, observdndose en

el pdncreas un gran nimero de neutréfilos y, mds tarde, fibroblastos y macréfagos.3®®

Por dltimo, se sabe que ya en las primeras doce horas desde la induccidn, las células acinares
muestran claras alteraciones morfoldgicas (dilatacién del reticulo endoplasmadtico,
condensacién de la cromatina, formacién de grandes vacuolas y pérdida del dominio apical),
hasta que finalmente se desencadena la muerte celular, tanto por necrosis como por

apoptosis.¢®

3.4. Pancreatitis aguda inducida por L-arginina

Este modelo fue descrito en la rata por Tani et al. en 1990,3* basdndose en los resultados

4,229

publicados por Mizunuma et al en 198 y provoca una pancreatitis aguda necrotizante

utilizando una Unica dosis muy alta de L-arginina.

La forma de administracién utilizada normalmente es la inyeccion intraperitoneal, y variando la
dosis y las pautas de administracion puede inducirse pancreatitis aguda de distinta

gravedad.'®®

Este modelo presenta las mismas ventajas que el inducido por ceruleina, es decir, es aplicable
a varias especies, permite un control de la gravedad del dafio y es un método no invasivo.
Ademds, hay que afiadir que la arginina posee un efecto toxico muy especifico sobre el

pdncreas.

El mecanismo por el cual la arginina induce pancreatitis aguda estd adn por esclarecer, pero se
cree que en el desarrollo de la enfermedad podrian estar involucrados algunos factores, como
la inhibicién de la sintesis de proteinas,'®? la produccién excesiva de éxido nitrico,®* Ila
peroxidacién lipidica,/® o la liberacién de mediadores inflamatorios.”! Como el tejido

pancredtico posee un metabolismo proteico muy activo, es especialmente vulnerable a este

tipo de toxicidad.
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En cuanto a las manifestaciones histolégicas, con dosis bajas de arginina se induce una
pancreatitis aguda de gravedad moderada, caracterizada por un deterioro tisular leve, que
incluye edema intersticial, infiltracion de células inflamatorias y degranulacién de las células
. 70 . . .. .
acinares.”™ Cuando se inyecta una sola dosis alta de arginina, se produce una pancreatitis aguda
necrotizante, con necrosis masiva del tejido y destruccion de la estructura acinar a los tres

dias de la induccién.3**

3.5. Pancreatitis aguda inducida por taurocolato sédico

El modelo de induccién de pancreatitis aguda mediante infusion retrégrada de taurocolato
sédico en el conducto pancredtico de la rata fue estandarizado por Aho et a/. en 1980.% Desde
entonces se ha usado en el estudio de los mecanismos fisiopatoldgicos de la pancreatitis
aguda. Este modelo es el elegido en nuestro trabajo para conseguir una pancreatitis aguda

necrohemorrdgica grave.

Existen diferentes protocolos de induccién de pancreatitis mediante infusion retrégrada de
taurocolato, en los cuales varia la velocidad y el volumen de infusidn, asi como la concentracion

de taurocolato y, con todo ello, la gravedad de la pancreatitis.”3:208.296.3%4

Una de las ventajas de este modelo es que es aplicable a especies cuyo sistema ductal
pancredtico pueda ser canulado fdcilmente; la rata, por su tamafio, es un animal idéneo para
este tipo de experimentos.”” Otra ventaja es que permite un control de la gravedad de la
enfermedad. La mayor desventaja es que se trata de un modelo invasivo y es un procedimiento

moderadamente complejo.

La pancreatitis aguda grave que se desarrolla entre las dos y las veinticuatro horas después
de la infusién se caracteriza por edema, necrosis y hemorragia pancredtica. Mediante estudios
morfoldgicos y bioquimicos se ha revelado el cardcter autodigestivo del dafio pancredtico en
este modelo experimental, aunque se ha comprobado que el taurocolato sédico dafia el epitelio
ductal y el parénquima acinar antes de que se activen las enzimas pancredticas.’ El taurocolato
inyectado, que puede permanecer varias horas en el pdncreas, alcanza los conductos
periféricos y se introduce en los tejidos intersticiales, actuando sobre la zona basal de las

células acinares y provocando su necrosis y la autodigestién de la gldndula.”
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Este modelo de pancreatitis, que es especialmente (til para estudiar los aspectos sistémicos
de la enfermedad, estd asociado a una elevada mortalidad: la infusién retrograda de 200
u-Kg? de taurocolato sédico al 5% en el conducto pancredtico de la rata provoca una

mortalidad del 100% de los animales a las 72 horas.®

Por otro lado, se ha descrito que la infusion retrégrada de solucién salina en el conducto
g . g 101,212,355 o~ o
pancredtico induce pancreatitis aguda leve. Por lo tanto, el dafio pancredtico no se
atribuye Unicamente a la sustancia exdgena infundida, sino también a su combinacion con el

aumento de la presién hidrostdtica asociado a la infusién.

3.6. Papel de las células ductulares en la fisiopatologia de la pancreatitis

aguda

Debido a que las células acinares contienen enzimas digestivas y a que la mayor parte del dafio
en los diferentes modelos de pancreatitis aguda ocurre en ellas, los estudios sobre las causas
y desarrollo de la enfermedad se han centrado en este tipo celular.?®® Sin embargo, se han
dedicado pocos estudios a examinar la eventual alteracién de la fisiologia de los conductos en
la pancreatitis aguda, lo que resulta sorprendente, fteniendo en cuenta que estos juegan
también un papel importante en la proteccion del pdncreas y que, si esta proteccion falla,

podria contribuir al desarrollo de la pancreatitis.

Como ya se ha mencionado, la funcion central del componente ductular del pdncreas es la
secrecion de una gran cantidad de agua y electrolitos (principalmente HCO3), que forman
parte del jugo pancredtico. Este fluido es necesario para el arrastre de las enzimas digestivas
desde las células acinares hasta su lugar de accién y el HCOs™ es esencial para neutralizar el
pH dcido gdstrico en el duodeno y alcalinizar el jugo pancredtico durante su recorrido,

13.207 por lo tanto, la

impidiendo la activacion prematura de las enzimas pancredticas.
coordinacidn entre los procesos de sintesis, procesamiento y secrecion de enzimas digestivas
por las células acinares y la secrecién de agua y electrolitos por las células ductulares es de
crucial importancia en el buen funcionamiento de la gldndula, ya que el fallo en la secrecién

ductular podria provocar dafios en las células acinares.
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Se ha descrito que la secrecion de fluido pancredtico aumenta significativamente en el inicio
de la pancreatitis aguda en ratas, lo que supondria un mecanismo defensivo, de lavado, que
podria atenuar la gravedad de la enfermedad.®®??* Una prueba adicional de la importancia de
esta hipersecrecion de fluido es que la secretina exdgena parece jugar un papel protector en

el desarrollo de la pancreatitis inducida por ceruleina,?%272

aunque la importancia real de este
efecto estd bastante discutida.?®® En contraste con la hipersecrecién de fluido que se produce
en etapas tempranas de la pancreatitis aguda inducida por ceruleina, la secrecién de las células

ductulares queda inhibida en fases mds avanzadas de la enfermedad.?!

Se han llevado a cabo estudios en segmentos de conductos pancredticos de cobaya,
perfundiendo el lumen o la membrana basolateral con distintas soluciones que contienen un
dcido biliar no conjugado, el quenodesoxicolato.® Cuando se expone el lumen a
concentraciones bajas de quenodesoxicolato, la secrecién de HCO; a ftravés de
intercambiadores anidnicos luminales de las células ductulares se estimula.3®® El incremento
del Ca® intracelular parece jugar un papel importante durante esta hipersecrecién inducida
por dcidos biliares. En un trabajo reciente se ha investigado el papel de canales idnicos
dependientes de Ca* en la respuesta al quenodesoxicolato, utilizando técnicas de patch-clamp
en células ductulares de cobaya,®° y se ha descrito que en este efecto estimulante del dcido
biliar intervienen canales de K' de alta conductancia, dependientes de Ca® y de voltaje

(maxi-K"), presentes en la membrana luminal de las células ductulares.

En contraste, las concentraciones elevadas de quenodesoxicolato dafian la barrera epitelial en
conductos de cobaya®® y de vaca,'® de forma que los mecanismos de secrecién de las células
ductulares quedan inhibidos y los conductos no pueden seguir actuando como defensa ante la

toxicidad de los dcidos biliares.

Con todo lo expuesto, la hipétesis planteada seria que, en las fases tempranas de la
pancreatitis aguda, el incremento de la secrecién ductular de HCO;3 y de fluido podria
defender al pdncreas, arrastrando los agentes téxicos (dcidos biliares) y las enzimas
digestivas. Si este mecanismo falla, como consecuencia de la presencia de concentraciones

altas de dcidos biliares, se desencadenaria la pancreatitis.
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Por otra parte, en la linea celular ductular pancredtica CFPAC-1, carente de CFTR funcional, se
ha descrito que el dcido biliar quenodesoxicolato, a concentraciones moderadas, disminuye el
pH;, incrementa la concentracién de Ca® intracelular y estimula la actividad del
intercambiador de aniones apical, el SLC26A6; estos efectos se ponen de manifiesto
Gnicamente en células CFPAC-1 en las que se induce la expresién del CFTR nativo por medio de
un virus Sendai.'® Para determinar si el quenodesoxicolato estimula directamente al
intercambiador aniénico o lo hace indirectamente, a través de la activacién del CFTR, se han
realizado experimentos de patch-clamp, demostrando que se requiere la expresién del CFTR,

pero ho su actividad como canal aniénico.'*

Recientemente, se ha investigado el papel de la galanina, un neurotransmisor que actia en el
sistema nervioso central y periférico, en distintos modelos de pancreatitis aguda. Varios
estudios han sugerido que la galanina contribuye al desarrollo de la enfermedad, disminuyendo

la perfusién vascular pancredtica en la zarigiieya,* aumentando la inflamacién neurogénica en

3 338

el ratén,?? e inhibiendo la secrecién de enzimas pancredticas en la rata®® y el ratén?
Estudios en ratones con pancreatitis aguda inducida por ceruleina revelan que la
administracion de galantida, un antagonista de los receptores de galanina, atenda la
enfermedad.?® Ademds, en ratones knockout para la galanina a los que se les indujo
pancreatitis aguda con ceruleina, la cantidad de enzimas pancredticas en el plasma, la
actividad mieloperoxidasa y la necrosis de células pancredticas fueron mucho menores que en
ratones sanos.?® Se ha descrito que la galanina inhibe el 90% de la secrecién basal de HCO3
en el pdncreas inervado de perro, mientras que la inhibicién fue mucho menor en el pdncreas
denervado, lo que sugiere la implicacion de factores neurales en el efecto de este péptido
sobre la secrecién ductular de HCO3.?° Se ha postulado que la galanina estaria implicada en la

reduccién de la secrecion de fluido y electrolitos que aparece en etapas avanzadas de la

pancreatitis aguda inducida por ceruleina.'3¢

Los estudios mds recientes se han centrado en una molécula de vital importancia para las
células, el ATP, catalogada como molécula central en la pancreatitis aguda. Hace mds de 30
afios se observd un dafio mitocondrial acinar en el modelo de pancreatitis aguda inducida por
taurocolato en la rata,’ pero el ATP no ha sido objeto de estudio hasta fechas recientes. En

condiciones normales, el metabolismo aerobio de la mitocondria genera ATP, y una pequefia
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cantidad proviene de la ruta glicolitica. En condiciones anaerébicas disminuye la produccién de
ATP, y el aportado por la glicolisis no es suficiente para mantener la correcta funcionalidad de
las células pancredticas; esta (ltima situacién se produce cuando en el tejido pancredtico
existe una disfuncién microvascular, caracteristica de la pancreatitis aguda. El ATP es

necesario tanto para la secrecién de enzimas de las células acinares®”'?

como para la
secreciéh de HCO; de las ductulares.?'® Recientemente, Voronina et a/3** han demostrado
que los dcidos grasos y los dcidos biliares inhiben la produccién de ATP en células acinares del
pdncreas del ratén, mientras que Maleth et a/?*° han sugerido que los dcidos biliares pueden

inducir el mismo tipo de dafio metabdlico en las células ductulares del pancreas de cobaya.

4. FIBROSIS QUISTICA

4.1. Generalidades

La fibrosis quistica (CF) es una enfermedad hereditaria, autosémica recesiva, y constituye la
alteracidn genética letal mds frecuente entre la poblacién de raza caucdsica. Esta enfermedad
estd provocada por alteraciones en el gen que codifica para la proteina conocida como cystic
fibrosis transmembrane regulator (CFTR), localizado en el cromosoma 7 en humanos. La
proteina CFTR funciona como un canal aniénico dependiente de la fosforilacién por proteina
cinasa A pero, ademds, como ya se ha descrito, regula la funcién de muchos otros sistemas de
transporte a través de la membrana plasmdtica. En humanos, este gen se expresa solo en
ciertos tipos celulares, como son conductos pancredticos, enterocitos, células del epitelio
renal, del epitelio respiratorio, de las vias biliares, de las gldndulas sudoriparas y del tracto
reproductor. En general, la mayoria de las mutaciones en el gen ¢f7r, en humanos, dan lugar a
un procesamiento anormal de la proteina CFTR y al fallo en su insercion en la membrana
plasmdtica de las células de los diferentes tejidos en los que se expresa. Como consecuencia,
se produce una pérdida de funcionalidad del CFTR, lo que provoca la presencia de una elevada
concentracidon de electrolitos en el sudor, un incremento en la viscosidad de las secreciones
mucosas, una reduccién de la permeabilidad a los iones en el epitelio respiratorio superior y

una gran susceptibilidad a infecciones respiratorias crénicas, junto con una secrecién idnica
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disminuida en muchos epitelios digestivos tras la estimulacién con secretagogos. Esto conduce
a alteraciones secundarias en el pdncreas exocrino, tracto respiratorio y sistema reproductor
masculino, siendo las alteraciones pulmonares y la insuficiencia pancredtica las afecciones mds

graves y tipicas en el cuadro clinico de los enfermos con fibrosis quistica.?”

Esta enfermedad puede provocar, ademds, otra serie de manifestaciones muy diversas, entre
las que se incluyen ileo meconial, peritonitis, retraso en el desarrollo, poliposis nasal,

malabsorcidn o cirrosis.!?*

4.2. Modelos experimentales de fibrosis quistica

Uno de los avances experimentales mds importantes en el estudio de los mecanismos y
complejidades de las enfermedades humanas ha sido el desarrollo de modelos animales con
deficiencias genéticas; una de las especies mds utilizadas actualmente es el ratén. La falta de
un buen modelo animal de fibrosis quistica complicé el estudio de sus mecanismos
fisiopatoldgicos, hasta que varios grupos produjeron cepas de ratones con alteraciones en el
gen que codifica para el CFTR (ratones CF).?*?-3! Estos animales se han empleado en este
trabajo, ya que sus conductos pancredticos son un modelo muy Util en el estudio de los
mecanismos secretores de las células ductulares en ausencia de CFTR2%42%6.28%8 Ademds, los
modelos de ratones CF son muy utilizados para analizar cémo afecta esta enfermedad a
diferentes tejidos, sobre todo pulmones y pdncreas. Otro modelo mds reciente es el de cerdos
modificados genéticamente; como esta especie comparte muchas caracteristicas anatomicas y
fisioldgicas con el ser humano, puede ser un modelo mds Gtil para el estudio de la CF que los
modelos de ratén.?”® También se han desarrollado varias lineas celulares humanas y de ratones
para el estudio de la fibrosis quistica; en concreto, la linea celular CFPAC-1, inmortalizada a
partir de un adenocarcinoma pancredtico de un paciente con fibrosis quistica, ha sido muy Gtil
para el estudio de la patologia de la gldndula.?*” En este apartado revisaremos algunos de estos

modelos.
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4.2.1. Modelos de ratones para el estudio de la fibrosis quistica

En el estudio de las enfermedades en general, los modelos en ratdn poseen varias ventajas,
comparados con otros modelos animales, que incluyen el bajo coste, el fdcil mantenimiento, la
alta tasa de reproduccion y la relativa facilidad para su manipulacién genética. Sin embargo,
las diferencias anatémicas e inmunoldgicas entre ratones y humanos hacen que estos modelos
presenten limitaciones, que deben considerarse a la hora de interpretar y extrapolar los

resultados obtenidos.

El uso de modelos de ratones CF para el estudio de la fibrosis quistica resulta Gtil por varias
razones. En primer lugar, un modelo animal permite emprender un estudio mds profundo de la
fisiopatologia de la enfermedad de lo que es posible realizar en seres humanos. En la poblacidn
humana hay una heterogeneidad muy marcada en la expresion fenotipica de la enfermedad,
incluso entre pacientes que poseen genotipos idénticos, por lo que un modelo animal CF permite
la identificacion de los genes que condicionan el fenotipo de los pacientes con esta
enfermedad, asi como el estudio de las influencias ambientales que modifican su expresién. Un
modelo animal tfambién es (til para probar estrategias farmacolégicas que ayuden a modificar
los diferentes estados e intensidad de la enfermedad. Por Gltimo, los modelos animales son
(tiles para probar protocolos de terapia génica y asi determinar la eficacia de los vectores
utilizados para corregir los fallos en los mecanismos de transporte idnico, y comprobar cudnto

tiempo se mantiene dicha correccién.

9:%7° solo tres afios mds tarde se geners el primer

El gen cftr fue identificado y clonado en 198
modelo de ratén CF*?! y, a partir de entonces, se han ido generando otros modelos. En la
siguiente tabla se recogen las cepas de ratones modificados genéticamente mds utilizadas en
el estudio de la fibrosis quistica.’** La cepa Cftr™ <™ generada por Ratcliff et a/. en 1993,%°

ha sido la utilizada en nuestro estudio.

45



Introduccion

Raton CF Técnica Molecular
Cfptmiune Parada en marco (exén 10)
% CftpimiHou Insercién (exén 10)
§ Cfpimicem Insercion (exén 10)
; CftrmiBey Duplicacién (exdn 3)
S Cftrm3Bay Parada en marco (exén 2)
CfrtmiHse Insercidn (exén 1)
§ CftpmIKh Recombinacién homdloga (AF508)
'§ CftpmiEwr Recombinacién homéloga (AF508)
é Cfpimécem Recombinacién homéloga (AF508)
E Cfrtmieosid Recombinacién homéloga (6551D)
© CftpmzHau Recombinacién homéloga (6480C)

Los distintos modelos difieren entre si en la gravedad relativa de las manifestaciones
patoldgicas en distintos drganos y sistemas, asi como en la supervivencia de los animales.
Todos ellos se han generado mediante técnicas similares: una vez se tiene transformado el gen
cftr de la manera deseada (recombinacion, insercién, duplicacién, etc.), se introduce en un
vector que se inserta en las células embrionarias de ratdn. La recombinacién homéloga o
integracién del gen transformado en el lugar homélogo del gen de la célula embrionaria se

produce en un porcentaje pequefio de estas células.'®’

Se ha estudiado la fisiopatologia de tejidos y érganos afectados por la enfermedad (intestino,
via aérea y hepatobiliar, pdncreas, tejido reproductor y salival) en los diferentes modelos de
ratén CF. Ademds, se han comparado estas alteraciones con las observadas en la enfermedad
en humanos. Algunos de los modelos de ratén CF reflejan de manera exacta las alteraciones
que se producen en el transporte idnico observadas en pacientes humanos, especialmente en el
tubo digestivo. Sin embargo, las alteraciones en el transporte idnico en el pdncreas, asi como
las producidas en las vias aéreas, que conducen a la enfermedad pulmonar, parecen estar

ausentes en gran medida en los modelos de ratén CF.
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Los dafios intestinales de la enfermedad en ratones CF son graves y en dltimo lugar llevan a la
obstruccién y perforacién intestinal, peritonitis y muerte.””?*9*% Estas alteraciones son muy
parecidas a las observadas en humanos con CF; por ejemplo, la obstruccién intestinal es
semejante al ileo meconial observado en humanos. La patologia intestinal estd presente en
todos los modelos, excepto en Cftr™Heu CftpMmEry CftpMm2Hou Recientemente se ha utilizado
talniflumato oral en ratones CF (Cftr™Y"y Cftr™™") con sindrome obstructivo intestinal y se
ha observado que este fdrmaco tiene efectos beneficiosos sobre la supervivencia de estos
ratones, ya que disminuye la absorcién intestinal de NaCl a través de la inhibicion de los

intercambiadores CI"/HCO;" apicales del epitelio intestinal 3¢

En muchos modelos de ratones CF no se ha observado hinguna patologia hepatobiliar, tal vez
por el hecho de que los estudios se llevan a cabo en ratones muy jévenes, mientras que en
humanos las alteraciones hepdticas suelen aparecer a edades avanzadas. Sin embargo, en el
modelo Cftr™®%!® ¢| 20% de los ratones presentan hiperplasia en el epitelio ductular biliar.””
En general, los modelos de ratén CF parecen presentar mds alteraciones en la vesicula
biliar’”*?! que en el higado, aunque la patologia es bastante variable. Comprender la patologia
de la vesicula biliar podria ayudar a encontrar un tratamiento para la frecuente formacion de

cdlculos biliares y malformaciones en este érgano observadas en humanos con CF.

El pdncreas es uno de los érganos que estdn gravemente dafiados en humanos con fibrosis
quistica. Las alteraciones en este érgano incluyen fibrosis intra- y extralobular, y obstruccion
del sistema ductular por secreciones viscosas y restos celulares, que suelen provocar la
formacién de quistes y, con frecuencia, insuficiencia pancredtica, tanto exocrina como
endocrina. Se suele aceptar que estas alteraciones son consecuencia de un bloqueo en los
mecanismos de secrecidn de agua y electrolitos en los conductos pancredticos; sin embargo, y
debido sobre todo a las dificultades asociadas con la medida directa de la secrecién de las
células ductulares pancredticas, sin interferencias de las células acinares, esto nunca se ha

probado mds alld de toda duda.

Las alteraciones pancredticas que presentan los ratones CF no son comparables, en cuanto a su
gravedad, a las que se pueden observar en el pdncreas de pacientes con esta enfermedad.
Snouwaert et a/**! describieron por primera vez, en 1992, esta falta relativa de patologia en

el pdncreas de ratones Cftr™", Afios mds tarde, estudios en esta misma cepa si revelaron la
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existencia de una dilatacién del lumen de los conductos y acumulacién de grdnulos de zimégeno
en el polo apical de las células acinares.”® En el modelo Cf+r™@™" se ha descrito el bloqueo de
aproximadamente el 50% de los conductos pancredticos de pequefio tamafio, aunque estas
lesiones no fueron lo suficientemente graves como para alterar la funcién pancredtica.?®® En
experimentos con ratones knockout Cftr™B y Cftr™3BY ge encontrd atrofia acinar, que fue

mds acusada en animales de edad avanzada. Por otro lado, los ratones Cftr™iHo

no

presentaron patologia pancredtica alguna, ni malabsorcion u otros problemas intestinales.

Tampoco los modelos AF508 y 6551D presentaron patologia pancredtica obvia.®*””3%* E| hecho

de que en muchos modelos exista una patologia pancredtica muy leve podria explicarse bien
q P gla p Y P P

porque expresen una actividad CFTR residual, que sea suficiente para mantener la secrecién,”

o bien porque otros canales de CI, probablemente los activados por Ca®", sustituyan la funcién

del CFTR 531

2% ytilizando ratones de la cepa Cftr™ ™ hemos

En un frabajo publicado por nuestro grupo,
demostrado que los conductos pancredticos aislados de estos animales muestran una secrecion
de fluido disminuida, pero significativa, en respuesta al aumento de los niveles de cAMP tras la
estimulacién con forskolina. Esta secrecion no depende del CFTR (cuya expresion residual es
nula en este modelo)®®® ni de la actividad de canales de CI” dependientes de Ca®";**® los
mecanismos de transporte epitelial responsables de esta secrecidn residual permanecen sin

esclarecer, y su identificacién forma parte de los objetivos de este trabajo.

4.2.2. Modelo de fibrosis quistica en cerdos recién nacidos

Mds de dos décadas después de que fuera identificado el gen cf7r como responsable de la
fibrosis quistica, alin se desconocen muchos aspectos de la patogénesis de la enfermedad.
Aungue los ratones CF han facilitado mucho los estudios de la fibrosis quistica, estos animales
no desarrollan algunas de las manifestaciones patoldgicas caracteristicas de la enfermedad en
humanos. Los cerdos comparten muchas caracteristicas anatémicas y fisioldgicas con los
humanos, por lo que un modelo de CF en esta especie podria proporcionar informacién sobre
muchas cuestiones que aln estdn por aclarar sobre la patogénesis de esta enfermedad, y
acelerar el descubrimiento de estrategias para su fratamiento. Recientemente, se ha

generado un modelo de cerdo con modificaciones en los dos alelos del gen cf#r?7®
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En general, los drganos digestivos que se ven afectados por la enfermedad en cerdos CF
comparten una serie de caracteristicas, como son la excesiva secrecién mucosa por las células

epiteliales, acumulacién de moco e inflamacién.??®

Los cerdos recién nacidos que carecen de CFTR presentan un transporte de CI” deficiente y
desarrollan ileo meconial, exactamente igual que en humanos recién nacidos con fibrosis
quistica.?’® Las lesiones pancredticas de los cerdos CF son ubicuas, existiendo una gravedad
variable en la destruccién del tejido pancredtico exocrino.??® Ademds, en estos animales, el
tejido exocrino se reemplaza por tejido conectivo, disminuye el nimero de células acinares y
de grdnulos de zimdgeno, y el lumen acinar y ductular del pdncreas contiene precipitados
proteicos, al igual que ocurre en el pdncreas de nifios recién nacidos con fibrosis quistica.®? Por
otro lado, en la porcién ductular de la glandula, se observan focos de proliferacién, sobre todo

228 omo también sucede en humanos con

en zonas donde existe una gran destruccién de tejido,
la enfermedad.®*® En cuanto al tejido endocrino, no existe destruccién tisular y parece estar

morfoldgicamente intacto en estos animales.?”®
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Objetivos

Nuestro grupo de investigacién ha abordado, en los dltimos afios, el estudio de los mecanismos
moleculares de transporte de electrolitos responsables de la secrecién en las células
ductulares del pancreas del ratén. El principal interés de esta linea de investigacién podemos
encontrarlo en el hecho de que, en ratones knockout para el CFTR, de la cepa Cftrmicem
(ratones CF), el pdncreas exocrino mantiene una funcionalidad reducida, pero mds que

suficiente para evitar los dafios patoldgicos que caracterizan a la falta de esta proteina

funcional en la especie humana, es decir, a la fibrosis quistica.

Nuestros resultados mds relevantes en este campo ponen de manifiesto que, en conductos
pancredticos de ratones CF, se mantiene una capacidad secretora significativa, tanto en
respuesta a secretagogos que actlan elevando el cAMP (forskolina) como en respuesta a los
que lo hacen a través de la ruta del Ca® citosélico libre (carbacol). Esta secrecién de fluido en
ratones CF, que estd prdcticamente anulada en la especie humana, estd mediada tanto por el
transporte de iones CI" como de iones HCOj3"; por otra parte, la secrecién estimulada por
forskolina no depende, obviamente, del CFTR, ausente en estos animales, ni de la activacion de
canales de CI" dependientes de Ca® (que si estdn implicados de forma directa en la respuesta
secretora al carbacol). Asi pues, hemos concluido que en las células ductulares de los ratones
CF existe al menos un mecanismo de transporte iénico, no identificado hasta la fecha, capaz
de mantener una secrecion residual de agua y electrolitos; este mecanismo estaria ausente o
seria poco funcional en las células ductulares del pdncreas humano. En consecuencia, uno de los
objetivos generales del presente tfrabajo consiste en avanzar en la identificacion y

caracterizacién de este mecanismo o mecanismos.

El hecho de que la forskolina pueda estimular la secrecidn de las células ductulares carentes
de CFTR plantea, ademds, otra interesante cuestion: si la idea general es que la activacién de
la secrecion de agua y electrolitos en este tipo celular depende de la fosforilacion del CFTR
por la proteina cinasa A (PKA), ¢cudl es el efector del incremento del cAMP en ratones en los
que no existe CFTR? Nuestra principal hipdtesis para explicar la secrecion en ausencia del
CFTR es la intervencién del intercambiador anidnico electrogénico luminal, el SLC26A6; sin
embargo, se ha podido comprobar que la actividad de este intercambiador depende de forma
directa de su interaccién molecular con el CFTR fosforilado. A la vista de esto, debemos

considerar que en las células ductulares del pdncreas de ratones CF la elevacién del cAMP
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puede actuar sobre una diana diferente del CFTR, y que este hipotético mecanismo podria
también contribuir a la estimulacion de la secrecién en ratones con CFTR funcional. Otro de
los objetivos generales de este trabajo ha sido investigar los mecanismos intracelulares de
actuacién del cAMP en células ductulares pancredticas del raton, analizando si la respuesta
secretora depende de la actividad de la PKA, y estudiando la posible participacion de una ruta
alternativa activada por el cAMP, iniciada por la unidn de este nucleétido ciclico a las proteinas

Epac.

Asi pues, dentro de este apartado del trabajo, nos propusimos los siguientes objetivos

concretos:

1. TInvestigar si la respuesta secretora al incremento en la concentracién de cAMP
depende de la activacidn de la PKA en los conductos pancredticos de ratones normales

y CF.

2. Investigar si la activacion de la ruta intracelular iniciada por la unidon del cAMP a las
proteinas Epac estd implicada en la regulacion de los fendmenos secretores en

conductos pancredticos del ratén.

3. Investigar el mecanismo que mantiene la secrecion ductular en ratones CF, mediante el
estudio de los cambios en la conductancia anidnica inducidos por el cAMP en células

ductulares pancredticas.

En la especie humana, la fibrosis quistica estd normalmente asociada con graves alteraciones
en la funcionalidad, no solo de las células ductulares del pdncreas, sino también de las
acinares, que a menudo acaban provocando insuficiencia pancredtica. Estas alteraciones en el
componente acinar se han interpretado como un fendmeno secundario al bloqueo de la
secrecion hidroelectrolitica procedente del drbol ductal. Sin embargo, no se puede descartar
que la falta del CFTR, que también se expresa en las células acinares de algunas especies,
incluyendo al ratén, contribuya de forma primaria a modificar la fisiologia de este tipo celular.

En relacidn con esto, nos planteamos el siguiente objetivo:
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1. Andlizar las posibles alteraciones en la secrecién enzimdtica, asi como en la sefial del
calcio citosdlico libre, en acinos pancredticos de ratones CF, en situacion basal y en

respuesta a la estimulacion con secretagogos.

La falta de financiacion para esta linea de investigacion hizo inevitable su interrupcién, lo que
incluyé la eliminacién de la cepa Cftr™i%m de nuestras instalaciones. Por este motivo,
continuamos este trabajo abordando otros aspectos de la funcidn de las células ductulares del
pdncreas, en este caso analizando su contribucidn a la fisiopatologia de la pancreatitis aguda

experimental en ratas.

La mayoria de los estudios existentes acerca de la fisiopatologia de la pancreatitis aguda se
han centrado en las alteraciones que se desarrollan en las células acinares pancredticas
durante esta enfermedad, tanto en humanos como en modelos animales. Recientemente, sin
embargo, estd cobrando fuerza la hipétesis de que las células ductulares pancredticas pueden
intervenir de manera decisiva en el desarrollo de esta patologia. Partiendo de nuestra
experiencia previa, fanto en el estudio de la fisiologia de los conductos pancredticos, como en
diversos modelos de induccion de pancreatitis aguda en ratas, disefiamos una serie de
experimentos en los que hemos pretendido investigar la funcionalidad de los mecanismos de
transporte de electrolitos en las células ductulares de esta especie, utilizando para ello tres
modelos experimentales de pancreatitis aguda, caracterizados por su diferente gravedad. Los

objetivos concretos de esta parte del trabajo fueron los siguientes:

1. Analizar las posibles alteraciones en la secrecién de agua y electrolitos en conductos
pancredticos de ratas a las que se indujo pancreatitis aguda mediante tres
procedimientos diferentes: infusién retrégrada de taurocolato sédico en el conducto
biliopancredtico, administracion de dosis elevadas de L-arginina, e hiperestimulacién

con ceruleina.

2. Investigar la funcionalidad de los transportadores de membrana implicados en la
secrecién de electrolitos en aquellos modelos de pancreatitis aguda en los que se

observe algln tipo de alteracién en la secrecion ductular.
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Materiales y Metodos

1. PRODUCTOS QUIMICOS

Los principales productos quimicos utilizados en este trabajo se obtuvieron de las siguientes

casas comerciales:

Sigma-Aldrich:

- 3-Isobutil-1-metilxantina (IBMX).

- 5-(N-etil-N-isopropil) amilorida (EIPA).

- Acido 3-(Aminosulfonil)-5-(butilamino)-4-fenoxibenzoico (Bumetanida).
- Acido etilendiaminotetraacético (EDTA).

- Acido etilenglicol-bis(2-aminoetiléter)-N NN, N-tetraacético (EGTA).
- Acido N-(2-dihidroxietil)piperazina-N'-2-etanosulfénico (HEPES).
- Acido Plurénico® F-127.

- Agarosa.

- Anfotericina B (procedente de Streptomyces sp.).

- Aspartato sédico.

- Azida sddica.

- Azul de bromofenol.

- BME aminodcidos.

- BME vitaminas esenciales.

- Bromuro de etidio.

- Ceruleina sulfatada.

- Cloruro de carbamilcolina (Carbacol).

- Colecistocinina (octapéptido C-terminal sulfatado, CCK-8).

- Digitonina.

- Dimetilsulféxido (DMSO).

- Dodecil sulfato sédico (SDS).

- Elastasa (procedente de pdncreas porcino).

- Fumarato sédico.

- Glicerol.

- Glutamato sédico.

- Hialuronidasa tipo IV-S (procedente de testiculo bovino).

- Inhibidor de tripsina de soja tipo II-S (SBTI).

- Isopropanol.

- L-Arginina.

- L-Glutamina.

- Marcador de peso molecular de DNA.

- Medio Dulbecco's Modified Eagle's (modificacién HEPES) (DMEM).
- Medio McCoy's 5A Modified.

- N-[2-(p-Bromocinnamilamino)ethil]-5-isoquinolinesulfonamida dihidrocloruro (H-89).
- Nigericina (sal sédica).

- M-Metil-D-glucamina (NMDG).
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- Oligonucledtidos: CFTRF, CFTRR, HPRTF y HPRTR.
- Penicilina-estreptomicina (solucién estabilizada).

- Piruvato sddico.

- Polietilenglicol 8000.

- Proteinasa K (procedente de Tritirachium album).
- Seroalbimina bovina (BSA).

- Suero de ternera fetal (FBS).

- Taurocolato sédico.

- Tris-(hidroximetil)-aminometano (Trizma® base).
- Xilen-cianol FF.

Kapa Biosystems:

- KAPA Taq ReadyMix DNA Polimerasa (20 mM Tris-HCI: 100 mM KCl; 0.1% Tween 20; 1 mM
DTT; 10% glicerol; 3 mM MgCl,; 0.05 U-ulI™ Kapa Tag; 0.4 mM de cada dNTP).

Bio-Rad Laboratories:
- Buffer 50x Tris-Acetato-EDTA (TAE).
Worthington Biochemical Corporation:
- Colagenasa purificada CLSPA (procedente de Clostridium histolyticum).
Schering-Plough Animal Health:
- Isoflurano (Isoba® vet).
Merck:
- Dexametasona (Fortecortin).
Novo Nordisk:
- Insulina humana (Actrapid).
Magle Life Sciences:
- Phadebas® Amylase Test.
Collaborative Biomedical Products/Becton Dickinson Bioscience:
- Cell-Tak™,
Molecular Probes:

- 2',7'-bis-(2-carboxietil)-5-(y-6)-carboxifluoresceina, acetoximetil éster (BCECF-AM).
- Acido 4,4'-diisotiocianatodihidrostilbeno-2, 2'-disulfénico, sal disédica (H.DIDS).

Tocris:
- Forskolina.
Biolog Life Science Institut:

- 8-(4-Tioclorofenil)-2'-O-metil-cAMP (8-pCPT-2'-O-Me-cAMP).
- N°-Benzoil-cAMP.
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Invitrogen:

- Fura-2, acetoximetil éster (Fura-2-AM).

Todos los demds productos quimicos utilizados, que no aparecen en la relacién anterior, fueron

de elevado grado de pureza.

2. ANIMALES Y TRATAMIENTOS

Todos los animales utilizados en el presente trabajo se obtuvieron en el Servicio de
Experimentacién Animal de la Universidad de Salamanca. Los protocolos experimentales
cumplen estrictamente la normativa vigente referente a la proteccién de animales utilizados
para experimentacién y otros fines cientificos (Real Decreto 1201/2005, de 10 de octubre,

BOE n° 252), y han sido aprobados por el Comité de Bioética de la Universidad de Salamanca.
Para nuestros estudios se utilizaron los siguientes animales y tratamientos:
e Ratones macho de la cepa CD1, cuyo peso estaba comprendido entre 16 y 24 g.

o Ratones de la cepa Cftr™™ knockout para cftr (cystic fibrosis transmembrane
regulator), producida en el Departamento de Fisiologia de la Universidad de Cambridge
mediante la técnica descrita por Ratcliff et a/**° Esta cepa fue proporcionada por el Dr.
William H. Colledge y se ha mantenido durante varios afios, en nuestras instalaciones, a
partir de tres parejas parentales originarias. Se han abordado los experimentos
comparando los resultados obtenidos de animales con genotipo +/+ o +/- (grupo de ratones
normales), con los obtenidos de animales con fibrosis quistica, mutantes para cftr, con
genotipo -/- (grupo de ratones CF, carentes de CFTR). En los experimentos se utilizaron
ratones macho y hembra indistintamente, con un peso comprendido entre 16 y 24 g. Con el
fin de reducir la elevada mortalidad perinatal y juvenil de los animales -/-, provocada
normalmente por obstruccidn intestinal, estos recibieron una dieta libre de fibra (Special
Diet Services) y, como bebida, una solucidn laxante, conteniendo polietilenglicol 8000 60

gI", NacCl 1.5 g'I!, KCI 7.5 g-I"!, NaHCO3 1.7 gI™!, y Na,S04 5.2 g-I”", en agua destilada.
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e Ratas macho de la cepa Wistar, con un peso aproximado de 250 g, que fueron distribuidas
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en los siguientes grupos experimentales:

1. Animales a los que se les indujo pancreatitis aguda necrohemorrdgica grave, segin el

método descrito por Aho et a/® Los animales se anestesiaron por via respiratoria con
isoflurano (Isoba® vet), mediante un equipo de anestesia de gases para pequefios
animales (Anesvet I-3300). Una vez anestesiado el animal, lo que se comprobé en todos
los casos por la desaparicion del reflejo éculo-palpebral, se practicé una laparotomia
ventral media para acceder al paquete intestinal y se aislo y canulé el conducto
pancredtico principal en la parte mds proxima al duodeno. En la zona cercana al higado se
ligé y canulé el conducto bilio-pancredtico, desviando la bilis hacia el exterior y evitando
que las sustancias infundidas a través del conducto pancredtico alcanzasen el higado.
Tras la estabilizacién del animal, se procedié a la infusién retrégrada, a través del
conducto pancredtico principal, de 600 pl de taurocolato sédico a la concentracién de 50
mgml™. En el caso del grupo control se infundié el mismo volumen de una solucién de
NaCl 150 mM. La infusion se realizé mediante una bomba de jeringa (KdScientific
789100B), durante 10 minutos. Una vez finalizado el procedimiento quirdrgico, la
cavidad abdominal se mantuvo cerrada mediante una pinza, con el fin de evitar la
pérdida de calor y de agua por evaporacién. La temperatura del animal fue controlada y
mantenida a 38 + 1°C con ayuda de una fuente de calor. Los animales se sacrificaron, por

sobredosis de anestesia, 1 hora después del inicio de la infusion retrégrada.

. Animales a los que se les indujo pancreatitis aguda de gravedad moderada, por

administracién de L-arginina, segin el método inicialmente descrito por Tani et a/>*® A
los animales del grupo arginina se les administraron dos inyecciones intraperitoneales de
2.5 g'Kg™ de L-arginina, separadas por una hora.”? A los animales del grupo control se les
administro el mismo volumen de NaCl 150 mM en los mismos tiempos. Estos animales se

sacrificaron por dislocacién cervical 24 horas después de la primera inyeccidn.

. Animales a los que se les indujo pancreatitis aguda edematosa leve, mediante la

hiperestimulacién con ceruleina, segin el método de Lampel & Kern."”® La ceruleina se
administré por via subcutdnea en 4 inyecciones sucesivas, a intervalos de 1 hora. La

dosis utilizada fue de 20 pg-Kg™ en cada inyeccién. Los animales de este grupo fueron
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sacrificados por dislocacién cervical 9 horas después de haberles sido administrada la
primera inyeccién. Los resultados de este grupo (grupo ceruleina) fueron comparados
con los de un grupo control, a los que se les inyectd el mismo volumen de NaCl 150 mM en

los mismos tiempos.

tm1Cam

2.1. Genotipaje de ratones de la cepa Cftr

Extraccion del DNA

El DNA, a partir del cual se determiné el genotipo de cada ratén, se obtuvo a partir de un
fragmento del extremo de la cola del animal (0.5 cm aproximadamente), que se sometié a una
digestién con 50 pg-ul™ de proteinasa K (35 U-mg™ de proteina) en una solucién tampén de lisis
(Trizma® base 100 mM, EDTA 5 mM y SDS 2 mg-ml™) a 55°C durante 14-16 horas. Tras una
centrifugacién de 20 minutos a 16000 g se recogid, con ayuda de una micropipeta, el
sobrenadante libre de proteinas, y por medio de una agitacion suave se mezclé con isopropanol,
formdndose un ovillo flotante de DNA. Se lavé este material genético en un Eppendorf con
etanol al 70% y, tras retirar el etanol, el DNA seco se disolvié en 200 pl de agua destilada,
estéril y libre de DNAsas. Las muestras de DNA se conservaron a -20°C, y se diluyeron 10
veces con H,O milli-Q inmediatamente antes de someterlas a la técnica de la reaccién en

cadena de la polimerasa (PCR).

Determinacion del genotipo mediante técnicas de PCR

El genotipo de los ratones que utilizamos viene determinado por un par de alelos: el alelo
salvaje (+) y el alelo mutante (-). Este alelo mutante estd modificado mediante etiquetado
genético en células madre embrionarias para introducir un mini-gen HPRT en la secuencia
codificante del gen c7tr de ratén. Esta insercidn introduce un codén de terminacién en la
secuencia codificante del cftr, para terminar prematuramente la proteina CFTR en el primer

dominio de anclaje del nucleétido (Figura 1).

Los animales homocigéticos para la interrupcion del gen cffr desarrollan fibrosis quistica,
presentando una serie de alteraciones tanto en el pdncreas como en otros tejidos,

consecuencia de la pérdida del canal aniénico CFTR.
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Figura 1: Estrategia de etiquetado del gen cf7r. Tras la insercién del minigen HPRT en el gen
cftr (la-1c), se incluyen dos secuencias de nucleétidos de 903 y 423 pb (1d) que nos permitirdn
identificar a los alelos +y - del c##r. Tomado de Ratcliff et a/?°

Mediante la técnica de PCR se amplificaron dos productos de cada muestra de DNA, para
identificar cada uno de los alelos. Para ello, en lugar de llevar a cabo dos reacciones por
separado, se utilizé un método mediante el cual se realizé una dnica reaccién que amplificaba

ambos productos al mismo tiempo (reaccion PCR +/-).

En la reaccion PCR +/- se utilizan dos combinaciones de oligonucleétidos diferentes, una para
amplificar el alelo + (CFTRF, CFTRR) y otra para el alelo - (HPRTF, HPRTR); los

oligonucledtidos del alelo +y el alelo - presentan la siguiente secuencia:

Oligonucledtidos del alelo +:

CFTRF: 5'-CCT GAT GTT GAT TTT 666 AGA A-3'
CFTRR: 5'-TTTG6T TT6G TTAGTT TTT AGC A-3'

Oligonucledtidos del alelo -

HPRTF: 5'-CAT TCC CAG CGT C6T GAT TA-3'
HPRTR: 5'-GTT TGC ATT TA CCA GTG T-3'
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Los productos resultantes de cada reaccidn, correspondientes al alelo +y al alelo -, tienen 903

y 423 pares de bases, respectivamente.

Asi, a los ratones que presentaron tnicamente producto del alelo + (homocigdticos salvajes) les
correspondié un genotipo +/+, a los que presentaron solo producto del alelo - (homocigéticos
mutantes) un genotipo -/-, y los que presentaron ambos productos (heterocigdticos) un
genotipo +/- (Figura 2). Los ratones con un genotipo +/+ o +/- se utilizaron como controles,
formando el grupo de ratones normales, al no haberse detectado ningln tipo de diferencia
entre la funcionalidad de los conductos pancredticos de homocigéticos salvajes y de
heterocigéticos;?* aquellos que poseian un genotipo -/-, mutantes para cf#ry que desarrollan

fibrosis quistica, se incluyeron en el grupo de ratones CF.

Para realizar la reaccién de la PCR +/- se preparé una mezcla de reactivos en un tubo

Eppendorf, de acuerdo con la siguiente tabla:

Reactivo Stock pl/tubo
H,O libre de DNA 9.4
MgCl, 1 mM 2
CFTRF 5 uM 1.3
CFTRR 5 uM 13
HPRTF 5 uM 05
HPRTR 5 pM 05

KAPA Taq ReadyMix

o MgCl, 1.5 mM -5
o dNTPs 0.2 mM
o Kapa Taq 0.05 U-ul™

Total 40

Se mezclaron bien todos los componentes invirtiendo suavemente el Eppendorf y, de esta
mezcla, se afiadieron 40 pl a 10 pl de muestra. Se hizo también un control negativo, en el que
en lugar de 10 pl de muestra se utilizaron 10 pyl de agua milli-Q. Por lo tanto, el volumen final

del tubo fue siempre de 50 ¢l
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Los tubos con la mezcla y la muestra se colocaron en un termociclador (Gene Amp® PCR

System 2700) y se sometieron al siguiente protocolo de reaccion:

94°C 5 minutos

93°c 30 segundos

58°C 1 minuto x 40 ciclos
72°C 1 minuto

72°C 5 minutos

4°c -

Electroforesis

Tras la amplificacidn, las muestras de DNA se sometieron a electroforesis en gel de agarosa.
Para ello, se prepard 1 litro de TAE 1x (Tris 40 mM, dcido acético 20 mM y EDTA 1 mM)
afiadiendo 25 ml de buffer 50x TAE a 975 ml de agua destilada. El gel de agarosa se prepard
afiadiendo 1.8 g de agarosa a 100 ml de TAE; la mezcla se calenté durante unos minutos hasta
que la agarosa quedd completamente disuelta y acto seguido se afiadieron 6 pl del fluoréforo
bromuro de etidio (0.5 ug-mlI™), el cual incrementa considerablemente su fluorescencia cuando

estd unido a la doble hélice de DNA.

Para cargar el gel se mezclé cada muestra de DNA con 2 pl de solucién tampén de carga (azul
de bromofenol 2.5 mg:ml™, xilene cianol FF 2.5 mg-ml™, glicerol 30%). La electroforesis de las
muestras se realizé en una cubeta (Genotek), conectada a una fuente de alimentacién (Power
Pac Basic TM, Bio-Rad 041BR), a 80 V durante 110 minutos. Cada porcién de DNA amplificada,
correspondiente a cada uno de los alelos, se visualizd como una banda en el gel de
electroforesis; para ello se observo el gel ilumindndolo a una A de 254 nm. Comparando el
resultado con un marcador de tamafios, se pueden identificar las bandas correspondientes a
los alelos +y -; la banda + se sitla en torno a las 900 pb y la banda - alrededor de las 400 pb

(Figura 2).
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Figura 2: Gel de agarosa que muestra el resultado de la extraccion del DNA, PCR vy
electroforesis. Las muestras cuyo resultado mostraron solo banda (+) determinaban un
genotipo +/+, las que mostraron solo banda (-) un genotipo -/-, y aquellas en las que aparecian
bandas (+) y (-) indicaban un genotipo +/-.

3. CONTROL HISTOLOGICO DE LA GRAVEDAD DE LA PANCREATITIS
AGUDA

Para la realizacidn de estudios histoldgicos del pdncreas de ratas de cada uno de los grupos
experimentales (taurocolato, arginina, ceruleina y sus respectivos controles), se procedié a
anestesiar al animal con éter etilico (excepto en el grupo taurocolato, en el que el animal ya
estaba anestesiado con isoflurano). Una vez anestesiado el animal, lo que se comprobd en
todos los casos por la desaparicion del reflejo 6culo-palpebral, se abrié la caja tordcica para
dejar al descubierto el corazén. Tras realizar un corte en este, se perfundieron, a través de la
aorta, 100 ml de NaCl 150 mM con heparina al 0.03% y, posteriormente, 300 ml de
paraformaldehido al 4% en PBS (0.15 M, pH 7.2). Se extrajo el pdncreas y se deposité en la
misma solucién fijadora a 4°C durante 24 horas. Después de esta post-fijacion el pdncreas se
mantuvo 24 h en una solucion de sacarosa al 20% y a continuacién en sacarosa al 30% a 4°C,
para crioprotegerlo. Finalmente, tras la congelacién del tejido, se realizaron cortes de 20-30
pm de espesor en un criostato. Las secciones se montaron sobre portas gelatinizados y se
realizaron tinciones de hematoxilina-eosina con el fin de evaluar la presencia de alteraciones

patoldgicas en el pdncreas de los distintos grupos de animales.
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4. ESTUDIOS EN CONDUCTOS PANCREATICOS AISLADOS

4.1. Aislamiento y cultivo de conductos pancreaticos

Preparacion del tejido pancredtico

Para aislar y poner en cultivo conductos pancredticos de ratén o de rata se siguié el método
descrito para el cobaya por Ishiguro et al.,'®* con las modificaciones descritas por Ferndndez-

Salazar et a/”

Se utilizaron una rata o dos ratones en cada experimento; todo el material empleado en este
procedimiento fue estéril. Se sacrificaron los animales por dislocacién cervical, se colocaron
en posicion declbito lateral derecho y se rociaron con etanol al 70% para evitar
contaminaciones. Se utilizé material quirdrgico para abrir lateralmente el abdomen y extraer
el pdncreas, que se depositd en una placa Petri, a la que se afiadieron 2 ml de DMEM con una
jeringa. Se limpié el organo de tejido extrapancredtico y se traspasé a otra placa Petri en la
que se inyectd su intersticio con 2 ml de solucién enzimdtica filtrada (colagenasa CLSPA 40
U-ml™, hialuronidasa tipo IV-S 400 U-ml?, SBTI 0.2 mg'ml™ y BSA 2 mg:ml™ en DMEM). El
pdncreas y los restos de la solucion enzimdtica fueron traspasados desde la placa Petri a un
Erlenmeyer con tapon y se afiadieron 3 ml mds de la misma solucién enzimdtica. Con unas
tijeras se cortd el pdncreas en fragmentos, se gased el tejido con 5% CO, - 95% O, y se

incubé en un bafio a 37°C con agitacién suave durante 15 minutos.

Tras esta primera incubacién, se hizo pasar el tejido varias veces a través de una pipeta
Pasteur de vidrio con la punta rota, de forma que tuviera una abertura mayor; se retiré la
solucion enzimdtica y se reemplazé por otros 5 ml de la misma solucién. Se volvié a gasear el
tejido con 5% CO; - 95% O, y se incubé en el bafio con agitacién suave durante 10 minutos.
Transcurrido este tiempo, se traspasé el tejido del Erlenmeyer a un tubo de pldstico. Tras
dejar que el tejido se depositase en el fondo del tubo, se retiré la solucién de enzima y se
realizaron 4 lavados con aproximadamente 4 ml de DMEM cada uno. El tubo se agité para que
el tejido se desprendiera del fondo y los lavados fueran efectivos. Se realizé un dltimo lavado

con 3 ml de solucién de almacenamiento (SBTI 0.2 mgml™ y BSA 30 mgml™ en DMEM)
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esterilizada mediante filtracion y, por dltimo, se mantuvo el tejido en 4 ml de dicha solucidn

de almacenamiento y en hielo para su conservacion.

Microdiseccion del tejido pancredtico

Antes de comenzar con la diseccion se rocié la zona de trabajo con etanol al 70% para evitar
contaminaciones. Se limpiaron también con etanol el portaobjetos y el pocillo utilizados en la
diseccion. Se llend el pocillo con unas gotas de solucién de almacenamiento y se recubrié con
aceite mineral, para evitar la evaporacion de la solucion y la posible contaminacién de los

conductos pancredticos transferidos a este pocillo.

Con una pipeta Pasteur estéril se pasé parte del tejido del tubo al porta, dejando el resto de
tejido en el tubo y en hielo. Una vez hecho esto, se procedié a la diseccién del tejido bajo una
lupa binocular (MZ6, Leica) y una fuente de luz fria (CLS 150, Leica), utilizando dos agujas de
insulina estériles montadas sobre jeringas de 1 ml. Una vez localizado un conducto pancredtico
se limpid todo lo posible, con cuidado de no romperlo, retirando las células acinares y los vasos
sanguineos que suelen estar adheridos a él. Una vez aislado, se corté en trozos con una

longitud de aproximadamente 4 veces su anchura.

Cultivo de conductos pancredticos aislados

Los fragmentos del conducto se traspasaron con ayuda de una micropipeta (fabricada
alargando la punta de una pipeta Pasteur de vidrio al calor de la llama) a la solucion contenida
en el pocillo. La micropipeta, conectada en el otro extremo con un fubo de goma acabado en
una boquilla, permitié, aspirando y soplando, traspasar los fragmentos desde el porta de
diseccién al pocillo. Cada vez que se transfirieron los conductos, la punta de la micropipeta se
limpié con etanol al 70%, se aclaré un par de veces con DMEM vy, finalmente, con solucién de

almacenamiento.

Cuando hubo un nimero considerable de fragmentos en el pocillo se transfirieron a una placa
Petri con 3 ml de medio de cultivo (SBTI 0.15 mg:ml™, L-glutamina 4 mM, FBS 10%, insulina

humana 0.1 U-ml™, dexametasona 2 pg:ml™, penicilina 10 U-mI™ y estreptomicina 10 yg-ml™ en
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McCoy's 5A). Se repitié la misma operacién hasta acabar el tejido. Los conductos se incubaron

en medio de cultivo, a 37°C, en una atmésfera de CO; al 5%, durante toda la hoche.

Durante el cultivo, los extremos de muchos de los fragmentos se sellan espontdneamente,
dando lugar a un espacio luminal cerrado, como muestra la figura 3, en la que se observa un

fragmento de conducto pancredtico tras 16 horas en cultivo.

100 ym

Figura 3: Fragmento de conducto pancredtico de ratén. Imagen tomada con un microscopio
invertido tras el cultivo del conducto durante la nhoche.

Los conductos pancredticos aislados se utilizaron en dos tipos de estudios, que se detallardn a

continuacién:

1) Medida de la secrecion ductular por videomicroscopia.

2) Medida del pH intracelular (pH;) en células ductulares.

4.2. Medida de la secrecion ductular por videomicroscopia

Medida de la secrecion

El andlisis de la secrecion de fluido en conductos pancredticos aislados de ratén y de rata se
realizé mediante la técnica de videomicroscopia digital, puesta a punto por Steward et a/*®°y
modificada por Ferndndez-Salazar et a/”* Esta técnica se basa en el andlisis del aumento de
volumen de los fragmentos de conducto, ya que estos se hinchan, al tener el espacio luminal
cerrado, como consecuencia de la secrecién. De esta forma, el incremento en el drea de

proyeccién luminal de los conductos refleja la secrecién producida.
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Varios conductos, con un espacio luminal claramente identificable, se transfirieron con ayuda
de la micropipeta a una cdmara de perfusion, cuya base, un porta sellado a la cdmara, fue

k™: esta sustancia contiene una proteina aislada del

tratada en su parte interna con Cell-Ta
pie de los mejillones, que permite la adhesién de los conductos. La cdmara de perfusion se
situé en un microscopio invertido (DM IRB, Leica) equipado con una cdmara CCD (902A, Watec
Corp.) y conectado con un ordenador a través de una tarjeta digitalizadora de imdgenes (LG-3,
Scion Corp.). La cdmara de perfusion estaba termostatada, de forma que se mantuvo la
temperatura del liquido de perfusién a 37°C (TC-34 Heater Controller, Warner Instrument

Corp.). La perfusion se llevé a cabo a partir de varias jeringas, por gravedad, a una velocidad

de aproximadamente 1.5 ml-min™.

En cada experimento se pegaron varios conductos a la base de la cdmara, se enfocaron
utilizando un objetivo 4x (Leica), y se perfundieron todos al mismo tiempo. Con el programa
Scion Image, y con la ayuda de una serie de macros programadas al efecto, se tomaron
imdgenes seriadas de los conductos, a intervalos de tiempo de un minuto. Estas imdgenes
quedan almacenadas en una stack, en formato TIFF, que contiene todos los conductos que se
perfunden juntos en el mismo experimento. En un primer paso, la serie de imdgenes de cada
experimento se separdé en series de imdgenes de cada conducto; para ello, se definid
manualmente un drea de interés, conteniendo las imdgenes de ese conducto concreto v,
mediante instrucciones incluidas en la macro, se generé una stack de menor tamafio,

conteniendo las imdgenes de ese conducto.

A continuacidn las imdgenes, en escala de grises (Figura 4A), se transformaron en imdgenes
binarias, seleccionando un umbral de intensidad, que tipicamente fue de 40/256 (Figura 45).
Mediante un andlisis ejecutado por la macro, se identificaron imdgenes de particulas de un
tamafio minimo y se calculé su drea (Figura 4¢). Se utilizo un factor de transformacién que
permitio la conversién de los pixels en unidades de longitud (um); este factor se obtuvo tras la
calibracién con una cdmara Thoma y se introdujo en la macro para facilitar el cdlculo del drea

de las imdgenes.
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Fig 4: A. Imagen en escala de grises de un fragmento de un conducto pancredtico al principio
del experimento. B La misma imagen convertida a modo binario (blanco/negro) usando un valor
umbral estdndar (40/256), después de un procedimiento de sustraccién del fondo. & Area
total de la imagen binaria mostrada en B, calculada automdticamente por el software Scion
Image. D. Area luminal, definida manualmente, en la misma imagen. El drea mostrada en (,
menos la mostrada en D, da como resultado el valor del drea total de la pared del conducto, que
se resta automdticamente de todas las imdgenes de la serie. £ Medida manual de la longitud
del espacio luminal en la primera imagen de la stack, usando la herramienta de ‘“linea
segmentada” del Scion Image. F. Medida manual de la longitud del espacio luminal en la imagen
que difiere mds de la primera; esta imagen es seleccionada automdticamente por el programa,
de acuerdo con las instrucciones de la macro.

Asi, para cada minuto, obtuvimos el drea de proyeccion total del conducto, delimitada por su
perimetro externo, incluyendo por tanto la pared del conducto. Para calibrar la contribucion
de la pared del conducto a este drea total, se midié manualmente el drea de proyeccion luminal
en la primera imagen del conducto, utilizando una tableta grdfica (Artap II, Wacon GMBH),
como se muestra en la figura 40, y se asumié que el drea de proyeccién de la pared del

conducto (drea 4C - drea 4D) no se alteraba durante el experimento. Mediante la macro se

72



Materiales y Metodos

resté automdticamente este valor a los valores de drea total de cada imagen del conducto,

obteniendo el drea de proyeccion luminal en cada minuto de experimento.

Para cdlculos posteriores se necesita saber como crece cada conducto: en qué medida crece a
lo largo y/o ancho; para ello, se midié la longitud del eje mayor del drea luminal de la primera
imagen y de la imagen mds diferente a esta primera (seleccionada automdticamente por la

macro), como se muestra en las imdgenes £y Fde la figura 4.

Cdlculo del volumen luminal relativo

La secrecién del conducto conlleva un incremento en el volumen luminal. Con el tratamiento de
imdgenes se pueden medir los valores del drea de proyeccién luminal a lo largo del experimento
(A); estos valores se normalizaron respecto al drea de proyeccion luminal inicial (A,),
obteniéndose los valores de drea luminal relativa (Ag=A-A,?). Para transformar estos valores
en volumen luminal relativo (Vi) se asumié una geometria cilindrica del lumen del conducto,
caracterizada por su longitud (I) y su radio (r). El drea de proyeccién (A) y el volumen del

espacio luminal (V) serdn:
A=2rl

72:/42

V=m?l=" 1
Ty M

Por tanto, el drea luminal relativa y el volumen luminal relativo serdn:

g =A
A4y rly
Vool

R -2
Vo 1l

Si el conducto se expandiera solo en longitud y nada en anchura, entonces:
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Si por el contrario, el conducto se expandiera solamente en anchura y nada en longitud, el

volumen relativo seria:

Dado que los conductos se hinchan en ambas direcciones de forma variable, la ecuacidn general

introduce una variable k.
V, =4, @)

Para obtener el valor apropiado de 4 para cada conducto se midieron el drea y la longitud
luminal de la primera imagen de la serie (A, y l,), asi como el drea y la longitud luminal de la
imagen que reflejaba el mayor cambio en el drea del conducto respecto a la imagen inicial (A, y

ln). A partir de la ecuacidn (1) se obtuvo el volumen luminal relativo del conducto en dicha

imagen:
2
ﬁ — (An /AO) (3)
VO ln /IO

Despejando A en la ecuacién (2):
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k _ log(Vn /VO)

Sustituyendo, en esta ecuacién (4), el volumen relativo por su valor en la ecuacion (3), se
obtuvo una férmula para A cuyo valor viene dado por el drea y la longitud del espacio luminal en

la imagen inicial y en aquella con mayor cambio.

log(ln /IO )
= 2 _—
log(An / AO )

Conocido el valor de & se pueden transformar todos los valores del drea relativa en volimenes
relativos segln la ecuacidn (2), asumiendo que el incremento del espacio luminal en anchura

(Ar) y longitud (Al) se mantienen en una proporcion fija a lo largo del experimento.

Cadlculo de la tasa de secrecion

La secrecidn del conducto también se midié como tasa secretora, referida a la superficie del

epitelio del conducto, y expresada en pl-min™-mm™,

El flujo de fluido hacia el lumen de un segmento de conducto pancredtico se calculé a partir

del cambio del volumen luminal a lo largo del experimento; siendo V=Vi-V,, el flujo serd:

v,
dt dt

)
Donde Vj se podrd expresar en funcién del drea inicial (Ao) y longitud inicial (lo) al aplicar la

ecuacién (1):

= h

= (6)

La tasa de secrecion se expresa como flujo por unidad de drea de epitelio. Dado que la razén
I'r'! fue alta en los fragmentos de conductos, y con el fin de simplificar el procedimiento, la

superficie de los extremos se desprecié en el cdlculo de dicha drea epitelial (E):

E=2ml, =1, (7)

75



Materiales y Metodos

Aplicando las ecuaciones (5), (6) y (7) se obtuvo la siguiente ecuacién para la tasa secretora
por unidad de superficie epitelial (J,), en funcién del drea y longitud luminales iniciales, asi

como de la tasa de cambio del volumen relativo.

Soluciones de perfusion

Una vez pegados a la base de la cdmara de perfusion, los fragmentos de conductos se

perfundieron con tres tipos de soluciones:

e Solucion libre de HCO3", a la que llamamos solucién HEPES, que estaba compuesta por NaCl
130 mM, KCI 5 mM, CaCl, 1 mM, MgCl; 1 mM, D-Glc 10 mM, y HEPES 10 mM; el pH fue
ajustado a 7.4 con NaOH.

e Solucion HCO5", de igual osmolaridad, cuya composicion fue NaCl 115 mM, KCI 5 mM, CaCl, 1
mM, MgCl, 1 mM, D-Glc 10 mM y NaHCO; 25 mM (pH 7.4).

e Solucidn hipotdnica (solucién HEPES diluida un 30% con agua destilada).

Estas soluciones se prepararon cada dia antes de realizar los experimentos. La solucién HEPES
y la solucién HCO5™ se mantuvieron en un bafio a 37°C y se gasearon continuamente, la solucién
HEPES con 100% O y la solucién HCO3;™ con 5% CO, - 95% O,. Se mantuvieron ambas tapadas

para minimizar la evaporacién y los consiguientes cambios de osmolaridad.

Se afiadieron a dichas soluciones los agonistas de la secrecién y los diversos bloqueantes de
transportadores, utilizados en el tiempo de experimento y a las concentraciones que se
detallardn en el apartado de Resu/tados y Discusion. Algunas de estas sustancias quimicas, al
no ser solubles en agua, se prepararon utilizando DMSO como disolvente inicial; la
concentracion final de DMSO en las soluciones de perfusion no superé en ningtn caso el 0.3%

(v/v).
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Protocolos experimentales

Los experimentos de andlisis de la secrecion ductular tuvieron una duracion de 45 o 65
minutos. Antes de iniciar los experimentos, los conductos se mantuvieron un minimo de 30
minutos en solucién HEPES, en hielo y, para su equilibrado, se perfundieron siempre un minimo
de 5 minutos con esta misma solucidn, es decir, en ausencia de HCO3™, antes de comenzar la
adquisicion de imdgenes del experimento. Los protocolos experimentales concretos que se

utilizaron en cada caso se detallardn en el apartado de Resu/tados y Discusion.

En todos los casos, durante los 5 dltimos minutos los conductos se perfundieron con la solucién
hipoténica, que sirvié como control positivo de la integridad de cada conducto, ya que al ser
perfundidos con esta solucién los fragmentos de conducto con un espacio luminal bien cerrado
se hinchan por un efecto osmético. Aquellos conductos que no respondieron a esta solucion
hipotonica con un incremento del drea luminal en los minutos finales del experimento se

excluyeron del estudio.

Andlisis estadistico

Los resultados de volumen luminal relativo de cada conducto se recogieron en intervalos de 1
minuto, mientras que los de tasa secretora se expresaron como las medias por intervalos de 5
minutos, eligiendo en cada protocolo experimental una serie de periodos representativos de
las distintas condiciones experimentales. A partir de estos valores se calculé la media y el

error estdndar de la media (S.E.M.) para ambos pardmetros y en cada grupo experimental.

La comparacién estadistica de los datos relativos a la tasa secretora se realizé mediante el
test de la t de Student cuando se compararon solo dos grupos y mediante el andlisis de la
varianza (ANOVA) para mds de dos grupos, utilizando el test de Scheffé para analizar las

diferencias por pares cuando el ANOVA resulté significativo.

También se utilizé el test de la t de Student cuando se necesité analizar si el valor medio de la

tasa secretora en una situacidn experimental concreta era significativamente diferente de O.

Las diferencias se consideraron significativas cuando A fue menor de 0.05.
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4.3. Medida del pH intracelular en células ductulares

Medida del pH;

La medida del pH; se realizé en células ductulares pancredticas de ratas del grupo ceruleina y
su correspondiente grupo control. El método utilizado se basa en la técnica de

microfluorimetria, inicialmente descrita en 1982 por Rink et al?”*

y utilizada en conductos
pancredticos de cobaya por Ishiguro et a/'®* Esta técnica se basa en la carga de las células
ductulares con un indicador fluorescente, el BCECF, cuya excitacion es dependiente del pH. De
esta forma, el registro de la fluorescencia emitida por las células mientras el conducto es
perfundido con determinadas soluciones, agonistas y bloqueantes, se puede transformar en

valores de pH..
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Figura 5: Registro de la fluorescencia emitida a lo largo del tiempo a 530 nm por una célula
ductular pancredtica cargada con BCECF e iluminada con una A de 490 nm (Faso) y 440 nm (Faso).
A partir de estos valores se puede calcular la ratio Faso/ Faso que, como se describe mds adelante,
puede transformarse en valores de pH..

Las células cargadas con BCECF emiten fluorescencia a un mdximo de alrededor de 530 nm.
Cuando estas células se iluminan a 490 nm, la fluorescencia emitida por el BCECF es
proporcional al pH;; sin embargo, el BCECF se va degradando por efecto de la luz y puede salir
lentamente de la célula, por lo que es necesario realizar un registro iluminando los conductos
con una longitud de onda (440 nm) a la cual la fluorescencia emitida no depende del pH, sino de

la cantidad de fluoréforo que hay en la célula. Al calcular la ratio de fluorescencia emitida a
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estas dos longitudes de onda de excitacion diferentes, o cociente de las fluorescencias
Faso/ Faso, evitamos el error provocado por la caida de la sefial, causada por la pérdida

progresiva del BCECF (Figura 5).

Los conductos con un espacio luminal claramente identificable se incubaron en una placa Petri
en presencia del acetoximetil éster del BCECF (BCECF-AM) a una concentracion final de 2 yM
en solucion HEPES, durante 15 minutos, en oscuridad y a temperatura ambiente. El BCECF-AM
se disolvid inicialmente en DMSO hasta una concentracién de 2 mM. Este derivado del BCECF
no tiene color ni fluorescencia, atraviesa fdcilmente la membrana plasmdtica y, en el
citoplasma, mediante una reaccion catalizada por esterasas citoplasmdticas, se transforma en
BCECF, que es retenido en la célula y emite fluorescencia. Tras esta incubacién con el
fluoréforo, los conductos pancredticos se mantuvieron en hielo y en oscuridad hasta su
utilizacion. Los experimentos se llevaron a cabo como mdximo en las dos horas y media

siguientes a la carga con BCECF.

Se transfirié un solo conducto a una cdmara de perfusién, tratada en su base con Cell-Tak™

para que el conducto permaneciese pegado al fondo, y termostatada, para mantener la
temperatura del liquido de perfusion a 37°C (TC-34 Heater Controller, Warner Instrument
Corp.). La perfusion de la cdmara se llevé a cabo por medio de una bomba peristdltica, a una
velocidad constante de 1.5 mlmin™. La cdmara de perfusién se situé en un microscopio
invertido (Nikon DIAPHOT) equipado con una ldmpara de epifluorescencia de xendn (Nikon,

Xenon Lamp Power Supply XPS-10) y una cdmara CCD (902A, Watec Corp.).

Una region del epitelio ductal se enfocé con un objetivo de inmersién 40x (Nikon), utilizando
aceite de inmersién libre de fluorescencia, y se iluminé alternativamente con longitudes de
onda de 440 y 490 nm, seleccionadas mediante un sistema intercambiador de filtros (Lambda

10-2, Sutter Instrument Company).

La sefial fluorescente emitida a 530 nm por el BCECF al ser iluminado a 440 y 490 nm se
detectd y cuantificé en un fotomultiplicador (Cairn Research Ltd.). Esta sefial se procesé con
un amplificador (Integra, Cairn Research Ltd.) y se envié a un ordenador, equipado con una
tarjeta de adquisicién de datos (Das1000, Measurement Computing). Todo el equipo se

controlé desde el ordenador por medio del software DASYLab v.7.0004, programado para que
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el conducto reciba la iluminacion a 440 y 490 nm durante 1 segundo cada una de ellas, con un
intervalo de ausencia de iluminacion intermedio de 3 segundos. Este software se encargd
también de almacenar en el ordenador los datos de fluorescencia registrados a lo largo del

tiempo.

Calibracion

La calibracién de la respuesta fluorescente del indicador de pH, BCECF, se llevé a cabo
mediante la técnica de la nigericina en presencia de altas concentraciones del ion K'3* La
nigericina es un ionéforo que intercambia H* por otro catién, principalmente K', aunque
también Na’, a través de las membranas celulares. Exponiendo las células a una solucién que
contiene altas concentraciones de K' y nigericina, y en ausencia de Na’, el iondforo
intercambiard H" por K asi los gradientes a través de la membrana se igualan, siendo el pH;

igual al pH extracelular.

La composicién de la solucién empleada para perfundir los conductos en estos experimentos de
calibracién del pH; fue: KCI 135 mM, HEPES 10 mM, CaCl; 1 mM, MgCl; 1 mM y nigericina 5 uM,
y se preparé a cuatro pH diferentes 7.8, 7.4, 7 y 6.6, ajustados con KOH. Todas las soluciones
se gasearon con 100% O,. La nigericina se disolvié inicialmente en etanol absoluto a una

concentracion de 5 mM.

Los conductos se perfundieron con HEPES durante al menos 5 minutos y a continuacion con las
soluciones de calibracidn, bien en sentido ascendente o descendente de pH. La perfusion se
realizé, durante varios minutos, con cada una de estas soluciones, hasta que se mantuvo
constante el valor de fluorescencia. Se calculé la media de la fluorescencia emitida a 530 nm,
a ambas longitudes de onda de excitacion, durante 1 minuto, cuando esta ya era estable a cada
pH ensayado. A partir de los valores de la ratio de fluorescencia obtenidos en cada conducto
para cada uno de los valores de pH ensayados (Figura 6) se calculd la ecuacion de la recta de

regresion que relaciona la ratio Fago/ Faso con el pH; (Figura 7).
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Figura 6: Registro de dos conductos sometidos al protocolo de calibracién con las soluciones de
perfusién aplicadas en orden descendente (A) o ascendente (B) de pH.
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Figura 7: Recta de regresién obtenida a partir de los valores de fluorescencia emitidos al
perfundir los conductos en presencia de nigericina y altas concentraciones de K" en soluciones

de pH conocido.
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Soluciones de perfusion
Se utilizaron fres tipos de soluciones para cada protocolo experimental:

e Solucion HCO5", cuya composicién ya se ha descrito en los experimentos de andlisis de la

secrecién de fluido.

e Soluciéh HCO3™ con NH4": solucién HCOs™ a la que se aifiadié NH4Cl 20 mM, retirando 20 mM

de NaCl (95 mM en esta solucidn) para ho variar la osmolaridad.

e Solucion HCO3 sin Na": solucion HCO; en la que el Na* se sustituyé por Armetil-D-
glucamina (NMDG"), y cuya composicion final fue NMDG-CI 115 mM, NMDG-HCO; 25 mM,
KCI 5 mM, CaCl, 1 mM, MgCl, 1 mM, D-Glc 10 mM, pH 7.4. El NMDG-CI se preparé
inicialmente como una solucion 1 M, incorporando 84 ml de HCl comercial a 1 | de NMDG 1
M. Para preparar NMDG-HCO; 1 M, se gased durante toda la noche NMDG 1 M con 100%

CO; a temperatura ambiente.

La solucién HEPES, cuya composicion ya se ha especificado, se utilizé Unicamente para la

incubacidn de los conductos con BCECF-AM.

Segln el protocolo experimental, a estas soluciones se les afiadieron diversos bloqueantes de

transportadores de membrana y/o el agonista forskolina, a la concentracién de 5 yM.

Protocolos experimentales

Los protocolos experimentales llevados a cabo en los estudios para la medida del pH; utilizan
nicamente solucién HCO3™ y en todos los casos el conducto fue sometido a un pulso de NH,".

La duracién de los experimentos fue de 15 minutos.

En todos los experimentos, tras 4 minutos de perfusion con solucién HCO5", se sometid al
conducto a un pulso de NH;" 20 mM, de 2 minutos de duracién, maniobra que provocé la
acidificacién del citoplasma. Como se refleja en la figura 8, la presencia de NH," en el bafio
produjo la entrada en la célula de NHjs, para el que la membrana es mucho mds permeable que
para el NH,4", lo que provocé una alcalinizacion, ya que se retiraron los H* al reaccionar con el

NH;. En el minuto 6 de experimento, la retirada del NH," del medio provocé la acidificacién
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del citoplasma al favorecerse la reaccién en el sentido de formacién de H* y de NHs, saliendo

este Ultimo de la célula, como se muestra en el segundo panel de la figura 8.

: Adicion NH,* : Retirada NH,* .
: H'+NH7 . H'+NH;

Figura 8: Cambios en el pH; producidos como consecuencia de la exposicidn de la célula a NH," y
de su posterior retirada del medio de perfusién.

Tras este pulso de NH;" se perfundié el conducto durante 5 minutos con un medio libre de
Na’, que fue sustituido por el catién NMDG". Por (ltimo, se perfundié 4 minutos con el medio

inicial (solucién HCOy").

Los bloqueantes cuyos efectos se estudiaron (bumetanida, H,DIDS y EIPA) se afiadieron a
partir del minuto 6 del experimento y hasta el final del mismo. El Unico agonista de la
secrecién utilizado (forskolina) estuvo presente, en su caso, durante todo el experimento. Los
protocolos concretos utilizados se describirdn con detalle en el apartado de Resul/tados y

Discusion.

Andlisis estadistico

Los valores de pH; se calcularon a partir de los valores de fluorescencia emitida, aplicando la

ecuacion de la recta de regresion obtenida en los experimentos de calibracidn.

A partir de estos valores de pH;, se calculé la pendiente de recuperacién del pH; (unidades de
pH:min™) tras la carga dcida y la perfusién en ausencia de Na*, tomando los valores de pH; de
los primeros 30 segundos de recuperacion del pH. Se calcularon las medias de estas

pendientes y los errores estdndar de la media (S.E.M.) en cada grupo experimental.

83



Materiales y Metodos

También se calcularon las diferencias entre los valores de pH; al inicio y al final del
experimento, es decir, las unidades de pH no recuperadas tras los diversos protocolos

experimentales. También en este caso se calculd la media y el S.E.M. en cada grupo.

La comparacién estadistica de los valores de las pendientes de recuperacion del pH; y de las
diferencias entre los valores iniciales y finales se realizé mediante el test de la + de Student.

Las diferencias se consideraron significativas cuando A fue menor de 0.05.

5. ESTUDIOS EN CELULAS DUCTULARES PANCREATICAS AISLADAS

5.1. Aislamiento de células ductulares pancreaticas

Los animales utilizados en estos estudios fueron ratones del grupo CF, con su correspondiente

grupo control.

Tras el aislamiento y cultivo de los conductos pancredticos, de la manera anteriormente
descrita, los conductos se traspasaron a una placa Petri con 3 ml de DMEM conteniendo 50
Uml™? de elastasa. Esta placa se mantuvo durante una hora en un incubador a 37°C en una
atmésfera de CO; al 5% con el fin de que la elastasa hidrolizara las fibras de elastina que

quedan en la pared del conducto, haciendo posible el aislamiento de células individuales.

Una vez incubados con la enzima, los conductos se pasaron con la micropipeta a otra placa que
contenia una solucién libre de Ca® y Mg® (NaCl 140 mM, D-Glc 5 mM, HEPES 10 mM, EGTA 2
mM, pH 7.4) y se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente. La incubacién en
ausencia de Ca® y Mg®* tiene como objeto debilitar las uniones intercelulares para facilitar

posteriormente la obtencién de células ductulares.

A continuacién se pasé cada conducto, junto con un pequefio volumen de solucién libre de Ca® 'y
Mg®, a un cubre y con la ayuda de dos agujas de insulina se rompid, consiguiendo que las
células ductulares se soltaran. Tras esta accidn, se dejé reposar durante 5 minutos para que la

mayor parte de las células cayesen y quedasen pegadas a la superficie del cubre.
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Por (ltimo, se sumergid el cubre en una placa Petri que contenia 2 ml de NaCl 140 mM, D-Glc 5
mM, HEPES 10 mM, CaCl, 2 mM, MgCl; 1 mM, pH 7.4, y se mantuvo en hielo hasta el momento

de su uso en estudios electrofisioldgicos.

5.2. Andlisis de las corrientes anionicas por patch-clamp

Medida de las corrientes anionicas por patch-clamp

Todos los experimentos electrofisioldgicos se realizaron en los laboratorios del Departamento
de Farmacologia y Terapéutica, en la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de
Madrid. Para ello, los conductos pancredticos recién aislados se transportaron en medio de
cultivo, en hielo, hasta Madrid, donde se pusieron en cultivo primario durante toda la noche, y
donde, a la mafiana siguiente, se procedié a obtener células ductulares aisladas, como se ha

descrito previamente.

Las corrientes anidnicas estimuladas por forskolina o por carbacol se analizaron, en células
ductulares aisladas de ratones CF y de sus correspondientes controles, utilizando la técnica
de patch-clamp?’ en su modalidad de fijacién de voltaje y configuracién de parche

perforado.!¥32°

La técnica de patch-clamp en su modalidad de fijacion de voltaje consiste en mantener fija la
diferencia de potencial de un parche de membrana plasmdtica con ayuda de un amplificador: si
en respuesta a un determinado estimulo se produce alguna corriente de entrada o salida de
iones a través de canales idnicos presentes en el parche de membrana, la corriente que es
necesario inyectar para mantener fijo el potencial de membrana serd equivalente al flujo de
iones que se ha producido. Esta técnica emplea un Unico electrodo que simultanea, a elevada
frecuencia, el control del voltaje (potencial de membrana de la célula) y el registro de la

corriente eléctrica generada.

Para ejecutar la técnica se debe formar un sello de alta resistencia eléctrica entre la
membrana celular y el electrodo de registro, para lo cual éste se introduce en el interior de
una micropipeta de vidrio cuya punta se pule al fuego hasta poseer un didmetro de

aproximadamente 1 ym (equivalente a una resistencia entre 3-5 MQ). La micropipeta, montada
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sobre el soporte de un micromanipulador (MHW-103, Narishige), se aproxima a la membrana
de la célula y se presiona contra ella y mediante la aplicacién de una ligera succién o presién
negativa en su interior permite conseguir sellos de resistencia atin mayor, del orden de 10-100
6Q, conocidos como giga-sellos, que reducen el ruido del registro y evitan el flujo de corriente

entre la pipeta y el bafio. Se adquiere asi la configuracién de parche in situ (cell attachea).

A partir de la configuracidn de parche /n situ se puede pasar a la de célula completa aplicando
una brusca succion al interior de la pipeta, lo que normalmente provoca la ruptura del parche
de membrana y permite el registro de la actividad eléctrica de la totalidad de la membrana
plasmdtica de la célula.’?” Esta configuracién de célula completa tiene la ventaja adicional de
que el investigador puede controlar con precision la composicion del medio intracelular, puesto
que el original se dializa hacia el interior de la pipeta y es completamente reemplazado por el
contenido de esta, cuyo volumen se considera infinito comparado con el de la célula. Sin
embargo, este fendmeno de didlisis constituye una de las principales desventajas de esta
configuracion, pues imposibilita el estudio de procesos celulares que dependan de la presencia
de componentes solubles en el citosol. Para el estudio de las corrientes en células ductulares
pancredticas de ratones controles y CF se utilizé una variacién de la configuracién de célula
entera que es el llamado “parche perforado”,**?®® que se obtiene por inclusién de un
antiflingico (anfotericina B) en la solucién del interior de la pipeta de patch-clamp; los

antiflngicos forman poros en el parche de membrana que queda atrapado bajo la punta de la

pipeta y permiten asi el acceso eléctrico al interior celular.

Para conseguir esta configuracién se parte de la configuracion de parche /n situy se espera a
que la anfotericina B forme los poros en la membrana, sin aplicar succién alguna. La
anfotericina B forma canales, en las membranas celulares que contienen colesterol o
ergosterol, que son permeables a iones monovalentes e impermeables a iones multivalentes
como el Ca** o el Mg y a moléculas no electroliticas de tamafio igual o superior al de la
glucosa. De esta forma, el investigador controla la concentracién de iones monovalentes del
liquido intracelular (que se iguala con la de la pipeta), mientras se mantienen intactas las rutas

de sefializacién intracelular implicadas en las respuestas fisioldgicas de la célula.

En todos los experimentos, las células se colocaron en una pequefia cdmara de metacrilato

situada en la plataforma de un microscopio invertido Nikon Eclipse T2000. Una vez en la placa,
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las células se perfundieron con una solucién control, con un flujo basal de alrededor de 1
ml-min™. Los registros electrofisioldgicos se realizaron a temperatura ambiente (22 + 1°C) con
las pipetas montadas sobre el preamplificador de un amplificador de patch-c/lamp EPC-10
(HEKA Electronik), que permite la supresion de los transitorios capacitativos y la

compensacion electronica de las resistencias en serie.

Para la estimulacién celular, la adquisicién de datos y su posterior andlisis, se empled el
programa PULSE (HEKA Elektronic) y un ordenador PC. Los registros se adquirieron con una
frecuencia de muestreo de 5-10 kHz y se filtraron a 1-2 kHz. Los registros con una corriente
de fuga superior a 100 pA se descartaron. También se descartaron aquellas células en las que

la resistencia de acceso del transitorio capacitativo no alcanzaba valores inferiores a 30 MQ.

Las pipetas de registro empleadas se fabricaron a partir de capilares de vidrio de
borosilicato, con ayuda de un estirador vertical de vidrio (PP-830, Narishige) en dos pasos,
puliéndose posteriormente la punta con ayuda de una microforja (MF-830, Narishige) hasta
alcanzar un didmetro de aproximadamente 1 ym y una resistencia de 3-5 MQ una vez rellenas

con la correspondiente solucién intracelular.

Las soluciones extracelulares que superfunden a las células se intercambiaron mediante un
sistema de vdlvulas excluyentes controladas electrénicamente, acopladas a una pipeta de
perfusion cuya punta se posicionaba a menos de 100 ym de la célula en experimentacion. La
velocidad de este sistema de perfusion es consecuencia de la presion por gravedad ejercida
sobre el liquido, siendo de aproximadamente 1 ml-min™, permitiendo el completo recambio de

las soluciones experimentales alrededor de la célula en unos 50 ms.

Soluciones de perfusion

Para evitar la contribucién de corrientes de K* en los resultados, todos los experimentos se

llevaron a cabo con soluciones nominalmente libres de este catidn.

La composicion de la solucién de perfusion extracelular (solucién del bafio) fue la siguiente:
NaCl 140 mM, D-Glc 5 mM, HEPES 10 mM, CaCl, 2 mM, MgCl, 1 mM, pH 7.4. A esta solucidn se
afiadieron, en su caso, agonistas de la secrecion ductular (forskolina 10 uM + IBMX 200 uM, o

carbacol 30 pM) y, en algunos experimentos, se afiadié el bloqueante H,DIDS 500 pM. El
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IBMX, un inhibidor competitivo y no selectivo de las fosfodiesterasas, se utilizé junto con la
forskolina con el fin de inhibir la hidrdlisis del cAMP producido y asi potenciar sus efectos,

algo conveniente en experimentos realizados a temperatura ambiente ™*

La solucién intracelular (solucion de la pipeta) contenia aspartato sédico 120 mM, NaCl 20 mM,

MgCl, 2 mM, HEPES 5 mM, pH 7.3.

Con el fin de conseguir el parche perforado, a esta solucidn intracelular se le afiadié
anfotericina B a una concentracién final de 0.5 mg'ml™. La anfotericina B se afiadia a partir de
una soluciéh madre preparada en DMSO, a la concentracién de 50 mg-ml™; la disolucién
completa de la anfotericina B se consiguié haciendo pasar la solucién repetidas veces a través
de una aguja de insulina. La concentracién final de anfotericina se obtenia afiadiendo 20 pl de
esta solucién madre a 2 ml de solucién intracelular, usando una jeringa y de nuevo haciéndola
pasar repetidas veces por una aguja de insulina. Esta solucién se mantenia en frio y protegida
de la luz, y se empleaba en el plazo mdximo de 2 h para asegurar que no se perdiese la

actividad del antifdngico.

La punta de la pipeta de registro se sumergia brevemente en solucidn intracelular sin
anfotericina B y a continuacién se rellenaba por detrds con solucidn intracelular con
anfotericina B. De este modo se podia conseguir la configuracion de célula adherida antes de
que el antiflngico hubiese difundido hacia la punta de la pipeta (la anfotericina B interfiere
con la formacion del giga-sello). El proceso de perforacion, hasta alcanzar una resistencia en

serie menor de 30 MQ, tardaba 10-15 min.

Protocolos experimentales

Desde el momento de formacién del giga-sello, y durante todo el resto del experimento, las
células se mantuvieron habitualmente a un potencial de membrana “en reposo” de -45 mV,
cercano al valor de -45.92 mV predicho por la ecuacién de Nernst para el potencial de

equilibrio del CI", a 22°C, con [CI']. = 146 mM y [CI]; = 24 mM:

[CT].

E, =-58.56-log =-45.92

i
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A partir de este potencial de membrana, las células se sometieron a once pulsos de voltaje, de
500 ms de duracién cada uno, en sentido creciente desde -110 mV hasta 90 mV, con

incrementos de 20 mV. Este protocolo experimental estda esquematizado en la Figura 9.
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Figura 9: Esquema de los pulsos de voltaje aplicados a las células para registrar las corrientes
anidnicas. A partir de un valor de potencial de membrana de -45 mV, se aplicaron pulsos de 500
ms de duracidn, en orden creciente desde -110 mV hasta 90 mV, a intervalos de 20 mV. Cada
pulso de voltaje estuvo separado del siguiente por 600 ms durante los cuales se mantuvo el
potencial de reposo de -45 mV.

Tras registrar las corrientes anidnicas presentes en situacion basal, las células se estimularon
con forskolina 10 yM + IBMX 200 puM, o con carbacol 30 pM, y se aplicé nuevamente el
protocolo de pulsos de voltaje, registrdndose las corrientes aniénicas activadas tras la
estimulacion. En algunas células se aplicé a continuacion el inhibidor H,DIDS 500 yM, con el
fin de analizar la sensibilidad de las corrientes activadas a este bloqueante de

transportadores anidnicos.

Las corrientes registradas utilizando este protocolo se representan superpuestas, para poder
observar el “perfil de la corriente”, que caracteriza a cada tipo de canal iénico. En todos los
registros de corriente se seleccioné un periodo de tiempo, al final de cada pulso de voltaje
(350 - 500 ms), se promedid la corriente registrada en ese tiempo para cada uno de los
valores de voltaje aplicados a la célula, y a partir de estos datos se construyeron las
correspondientes grdficas I/V, en las que se representa la corriente eléctrica registrada (pA)

en respuesta a cada valor de potencial de membrana (mV).

89



Materiales y Metodos

6. ESTUDIOS EN ACINOS PANCREATICOS AISLADOS

6.1. Obtencion de acinos pancreaticos

/'1257

El método empleado para la obtencién de acinos fue el de Peikin et a modificado por

Jensen et al'®”

Se utilizé como medio tampon de incubacidn, con la siguiente composicién: NaCl 98 mM, KCl 6
mM, KH.PO4 2.17 mM, HEPES 24.5 mM, MgCl, 1.2 mM, CaCl, 0.5 mM, piruvato sédico 5 mM,
fumarato sdédico 6 mM, glutamato sédico 5 mM, D-Glc 11.5 mM, glutamina 2 mM, SBTI 0.1
mg-ml™, BME aminodcidos 1% (v/v), BME vitaminas esenciales 1% (v/v), BSA 10 mg:ml™, pH
7.45.

Para la digestion del pdncreas se utilizé colagenasa CLSPA que se diluyé en tampon de lavado
(tampén de incubacién con BSA 0.1 mg'ml™ y CaCl, 2 mM) hasta una concentracién final de 35.7

U-ml™,

En estos estudios se utilizaron ratones de la cepa Cf+r™™ tanto normales como CF. En cada
experimento se sacrificaron dos animales por dislocacion cervical, se abrié la cavidad
abdominal y se extrajo el pdncreas tirando del bazo. Seguidamente, se colocé cada gldndula en
una placa Petri con NaCl 150 mM frio, separdndolas del bazo, tejido graso y ganglios linfdticos
que las acompafian. A continuacién, los pdncreas se colocaron extendidos cada uno en una placa

cubierta de ceray se sujetaron con agujas finas.

Se hinché cada gldndula inyectando en su intersticio 6 ml de la solucién de colagenasa, usando
una aguja fina doblada. El exceso de colagenasa se recogid y se reinyecté hasta hinchar por
completo los pdncreas. Seguidamente se les dio la vuelta y se inyectaron otros 2 ml de

colagenasa.

A continuacién se pusieron ambos pdncreas en un Erlenmeyer, junto con la colagenasa que
quedaba en las placas, se gased con 100% O, y se cerré con un tapén de goma. Los pdncreas se
incubaron en un bafio a 37°C durante 10 minutos y con una agitacién de 150-200 ciclos-min™.

Pasados los 10 minutos se decanté el sobrenadante y se reemplazé por 5 ml de solucién de
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colagenasa nueva. Se oxigend y se agité durante 10 minutos en las mismas condiciones. Tras
esta incubacion, se decanto el sobrenadante y se reemplazé por otros 8 ml de colagenasa. Se

repitio la oxigenacién y la agitacién en las mismas condiciones.

Terminadas las tres incubaciones, el pdncreas se rompié mediante agitacién vigorosa del
Erlenmeyer. Se comprobd si la digestidon habia sido suficiente y, en caso contrario, se realizo
una nueva agitacién en el bafio durante 2 minutos, al cabo de los cuales se volvié a agitar

vigorosamente el Erlenmeyer.

Utilizando una pipeta Pasteur se transfirio la solucion a tres tubos cénicos de 15 ml que
contenian alrededor de 10 ml de tampén de parada (tampén de incubacién con BSA 40 mg-ml™
y CaCl; 2 mM). Se burbujeé aire con la pipeta Pasteur desde el fondo de los tubos para limpiar
las células. Se dejé reposar unos segundos, se recogié el material depositado en el fondo de
los tubos y se pasé a un cuarto tubo con tampdn de parada. Se burbujeé aire en este tubo,

como en los otros, descartando el material que se deposité en el fondo.

A continuacién los tubos se centrifugaron a 200 g durante 10 segundos, se decanto el
sobrenadante y se resuspendieron las células de cada tubo en 1 ml de tampén de lavado. Se
repartieron las células de uno de los fubos entre los otros tres. Se rellenaron los tubos con
tampon de lavado. Se burbujeé aire desde el fondo y, mirdndolos al trasluz, se limpiaron los

acinos con la pipeta Pasteur, eliminando los trozos grandes.

Los tubos se centrifugaron de nuevo a 200 g y se decanté el sobrenadante. Se resuspendieron
las células de cada tubo en 1 ml de tampdn de incubacién. Se distribuyeron los acinos de un
tubo en los otros dos y se rellenaron con tampén de incubacidn. Se limpiaron los acinos de la
misma manera que en el paso anterior, volviéndolos a centrifugar a 200 g. Se decanté el
sobrenadante y se resuspendieron los acinos en 1 ml de tampon de incubacion, mezcldndolos en
un solo tubo; se volvié a llenar con tampon de incubacidn, se limpiaron y se centrifugaron. Los
acinos se resuspendieron en 5 ml de tampén de incubacidn y se mantuvieron en el bafio a 37°C

con agitacion suave hasta el momento de su utilizacion.

Los acinos pancredticos aislados de raton se han utilizado en dos tipos de estudios, que se

detallardn a continuacién:
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1. Andlisis de la secrecién de amilasas.

2. Medida de la concentracién de calcio citosélico libre ([Ca®*].).

6.2. Andlisis de la secrecion de amilasas

Incubacion de los acinos con secretagogos

Una vez extraidos los acinos pancredticos de raton, de la forma descrita anteriormente, se
procedio a analizar la secrecion de amilasas. El método utilizado fue el de Gardner y
Jackson.'®® Usando este método se hicieron curvas dosis-respuesta a CCK-8 y carbacol,

utilizando las siguientes concentraciones:

CCK-8: 10°M, 3.2:10°M, 10°M, 3.2:10™°M, 107°M, y 3.2:10™'M
Carbacol: 10°M, 3.2:10°M, 10°M, 3.2:10°M, 107M, y 3.2:10"M

Los acinos obtenidos se diluyeron en 20 ml de tampén de incubacién (cuya composicién se
describié en el apartado de obtencion de acinos) en un Erlenmeyer grande, para facilitar la

agitacion de la muestra.

De esta solucion de acinos se pipetearon 200 ul en los tubos Eppendorf que servirdn para
determinar la cantidad de amilasa inicial en el medio. Estos tubos “cero” se centrifugaron
inmediatamente durante 2 minutos a 600 g. A continuacion se retiraron 25 yl del

sobrenadante y se afiadieron al correspondiente tubo de determinacién de amilasas.

Seguidamente se pipetearon 500 pl de la suspensién acinar en los tubos de incubacidn,
conteniendo cada uno de ellos 5 pl del estimulo o bien 5 yl de agua para la medida de la
secrecién basal. Estos tubos se oxigenaron, se taparon, se agitaron, y seguidamente, se
colocaron en un bafio de incubacién durante 30 minutos a 37°C, con agitacién suave (60
ciclos:minuto™). El mismo protocolo se repitié a intervalos de 10 minutos hasta completar 3
series idénticas, es decir, el efecto de cada concentracion de los agonistas se analizé por

triplicado.

Se prepararon dos tubos totales, pipeteando en ellos 5 ml de solucion de lisis (NH.PO4 10 mM,

SDS 1 mgml™, BSA 1 mg'ml™?, CaCl, 1 mM, pH 7.8) y afiadiéndoles 500 ul de suspensién de
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células. Estos tubos sirven para medir la cantidad de amilasa total presente en los acinos. Una
vez preparados, se agitaron y mantuvieron a tfemperatura ambiente hasta el momento de la
determinacion de amilasas; entonces, se pipetearon 75 pl de cada uno de ellos al

correspondiente tubo de determinacidn.

Una vez finalizada la incubacién de cada serie, se pasaron 200 pl de cada tubo a un tubo
Eppendorf para centrifugarlos 2 minutos a 600 g. A continuacion, se pipetearon 25 4l del

sobrenadante al correspondiente tubo de determinacion de amilasas.

Una vez hecho esto con cada una de las tres series, se afiadieron 50 pl de solucién de lisis en

todos los tubos de determinacién de amilasas, excepto en los totales.

Determinacion de amilasas

Para la medida de amilasas se utilizé la adaptacién comercial (Phadebas® Amylase Test) del

método de Ceska et a/*®

Se afiadio una pastilla de Reactivo de Phadebas® por cada 8 ml de reactivo de amilasas (NaCl
50 mM, NH;PO, 20 mM, azida sédica 0.2 mg:ml™, pH 7.0). Esta suspensién se mantuvo en
agitaciéon constante, afiadiéndose a cada tubo de determinacién de amilasas 400 pl del
reactivo. A continuacién, los tubos se agitaron y se colocaron en un bafio a 37°C durante 10
minutos. Una vez finalizada la incubacién se paré la reaccion afiadiendo a cada tubo 200 pl de
NaOH 0.5 N; a continuacion, se diluyé con 2 ml de agua destilada. Una vez agitados, los tubos
se centrifugaron durante 5 minutos a 2000 g, y se leyd la absorbancia del sobrenadante a 620

nm en un espectrofotémetro.

La cantidad de amilasas secretada se expresa como porcentaje con respecto al contenido total
de esta enzima en los acinos, previa resta de la existente en el medio antes de comenzar la

incubacidn.

Andlisis estadistico

Se calculé la media y el error estdandar de la media (S.E.M.) de los valores de secrecién de

amilasas en cada grupo de animales y situacién experimental. Las diferencias entre los grupos
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se analizaron mediante el test de la t de Student, y se consideraron significativas cuando P

fue menor de 0.05.

6.3. Medida de la concentracion de calcio citosédlico libre

Fundamento de la técnica

Para la medida de la concentracién de Ca®* citosdlico libre se empleé el método de Sato et
al.?*° usando Fura-2 como indicador. La estructura de esta molécula le confiere propiedades
de fluorescencia y le permite establecer 8 coordinaciones capaces de quelar Ca®. Este
compuesto presenta dos formas moleculares: unida al Ca®" y libre de Ca®". El indicador unido al
Ca® tiene un mdximo de excitacién a 340 nm, mientras que la forma libre presenta el mdximo
de excitacion a 380 nm. La fluorescencia emitida se registré a una A de 505 nm, utilizdndose

la ratio o cociente de intensidades entre las dos A elegidas, F340/ F3s0.

Soluciones

Para la medida de Ca*" se utilizé, salvo cuando se especifica lo contrario, tampén de calcio
(tampon de incubacidn, cuya composicién fue descrita en el apartado de obtencién de acinos

pancredticos, pero sin piruvato, sin fumarato y sin BSA).

Carga de los acinos con Fura-2-AM

El fundamento de la carga de las células acinares con Fura-2 es similar al descrito para el
BCECF en el apartado de medida del pH; en células ductulares: el Fura-2-AM es una molécula
que atraviesa la membrana plasmdtica con facilidad, entrando en las células, donde esterasas
enddgenas del citosol actlan sobre la forma éster del indicador Fura-2-AM, apareciendo la
forma libre Fura-2. Esta nueva molécula no atraviesa la membrana plasmdtica y queda

atrapada dentro de las células.

Los acinos se resuspendieron, tras la dltima centrifugacion (vista en el apartado de extraccion
de acinos), en 5.5 ml de tampdn de calcio con BSA (tampon de incubacién sin piruvato sédico,

sin fumarato sédico y con BSA 2 mg:ml™). Por otro lado, se pusieron en un tubo Falcon grande
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5 ml de tampén de calcio con BSA, afiadiendo el Fura-2-AM (disuelto inicialmente en DMSO y
almacenado a -70°C en alicuotas con una concentracién de 1 mM) a una concentracion final de
5 pM, junto con dcido Plurénico® F-127 (disuelto en DMSO 10% y almacenado en alicuotas de
100 mg'ml™), a una concentracién final de 0.25 mgml™. El dcido Plurénico® F-127 es un
detergente de baja toxicidad que se utiliza para facilitar la carga de las células con el
Fura-2-AM. A esta solucidn se le afiadieron 5 ml de la suspension de acinos, y se recubrié el
Falcon con papel de aluminio, ya que el Fura-2-AM es un compuesto sensible a la luz. A
continuacion, los acinos se oxigenaron con 100% O, y se incubaron en un bafio con agitacion

constante durante 60 minutos a 37°C, oxigendndolos cada 20 minutos.

En este tiempo, 500 pl de la suspensién de acinos, separados previamente a la carga con
Fura-2-AM, se centrifugaron y se lavaron dos veces con tfampén de calcio. Seguidamente, se
resuspendieron en 2 ml del mismo tampdn y se oxigenaron, manteniéndose a temperatura

ambiente hasta el momento de medir la autofluorescencia.

Una vez finalizada la incubacidn, los acinos cargados con Fura-2-AM se lavaron dos veces con
tampén de calcio. A continuacién, se resuspendieron en dicho tampén (el volumen final depende
del rendimiento de obtencion de acinos), se oxigenaron y se mantuvieron a temperatura

ambiente hasta la medida del Ca® citosélico libre.

Medida del calcio citosdlico libre

Los niveles de Ca®* se calcularon a partir de la fluorescencia registrada en los acinos cargados

con Fura-2, utilizando un espectrofluorimetro Hitachi F-2500 FL.

Los experimentos se llevaron a cabo en alicuotas de 2 ml de la suspensién acinar, que se
colocaron en una cubeta de cuarzo con agitacion suave y constante, cuya temperatura se
mantuvo a 37°C mediante un bafio acoplado. La fluorescencia se midié, tras un tiempo de

equilibrado, durante 10 minutos de la siguiente manera:

e Se registré la fluorescencia emitida por los acinos, en condiciones basales, durante 1

minuto.
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e A los 60 segundos, se afiadieron directamente a la cubeta 20 pl de estimulo, CCK-8 o

carbacol, a las siguientes concentraciones finales:

CCK-8: 10°M 0 107°M
Carbacol: 10°M o 10°M

e A los 7 minutos, se afiadieron a la cubeta 50 pl de una solucion de digitonina 5 mM. Este
compuesto sirve para permeabilizar las células acinares y permite la entrada de Ca® en
ellas. De esta forma, se registré el valor de fluorescencia en condiciones de saturacion del

Fura-2 con Ca*'.

e A los 9 minutos, se afiadieron 150 pl de EGTA 500 mM (preparado en tampén Tris-HCI 3 M,
pH 8.9). El EGTA es un agente quelante que disocia el complejo Ca*-Fura y permite

registrar la sefial de fluorescencia cuando el Fura-2 estd libre de Ca®".

Previamente, en cada preparacién de acinos se determiné el valor de la autofluorescencia

(durante 60 s) con los 2 ml de la suspension de acinos que ho se cargaron con Fura-2-AM.

Los valores de la concentracién de Ca®* se calcularon segin el método de Grynkiewicz et a/'®

La ecuacién que relaciona la ratio con la concentracién de Ca®* citosélico libre es la siguiente:

[Ca2+]:KdFuraZ . R_Rmin . sz;80
Rmax - R Sb380

R (ratio) es el cociente F340/ F350 en cada momento del experimento; Ruax Y Rmin SON los valores
de la ratio en condiciones de saturacién de Ca®* (al afiadir digitonina) y libre de Ca?®* (con

EGTA), respectivamente.

Kd™? es la constante de disociacién del Fura-2 para el Ca®. En nuestras condiciones

experimentales el valor para esta constante es de 224 nM.

Sf3s0/Sbsgo es la ratio entre la intensidad de fluorescencia, a 380 nm, cuando el indicador
estd libre (Sf) y la intensidad, a 380 nm, cuando el indicador estd totalmente unido a Ca®
(Sb). Los valores de intensidad de autofluorescencia a 340 nm y a 380 nm se restaron de los

respectivos valores de fluorescencia obtenidos en cada experimento. Se calcularon los valores
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de ratio, asi como Rmax, Rmin, Sfzgo, Sbago y, mediante la férmula indicada, y con la ayuda de

una hoja de cdlculo informdtica, se obtuvo la [Ca®]. a lo largo del experimento.

Para el andlisis comparativo de los valores de [Ca®]. se eligieron siete periodos
representativos en cada registro, cada uno de ellos de 10 segundos de duracidn; estos
periodos fueron: basal (previo a la aplicacién del estimulo), estimulo (inmediatamente después
de afiadir el estimulo) y minuto 1 a minuto 5 (en referencia al tiempo transcurrido desde la
aplicacion del estimulo). Para realizar este andlisis, se calculé la media de los datos obtenidos

en cada registro en cada uno de estos periodos (6 datos por periodo).

Andlisis estadlistico

Se calculd la media y el error estdndar de la media (S.E.M.) de los valores de [Ca?']. en cada
grupo de animales y situacién experimental. Las diferencias entre los grupos se analizaron
mediante el test de la t de Student y se consideraron significativas cuando P fue menor de

0.05.
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Resultados y Discusion

1. ANALISIS DE LOS MECANISMOS INTRACELULARES IMPLICADOS
EN LA ACTIVACION DE LA SECRECION EN CONDUCTOS
PANCREATICOS DE RATONES NORMALES Y CF

1.1. Efectos de la inhibicion de la proteina cinasa A (PKA) en la respuesta

secretora de conductos pancredticos de ratones normales y CF

1.1.1. Respuesta de los conductos pancredticos de ratones normales y CF a la

estimulacion con forskolina

En una primera serie de experimentos, analizamos la respuesta secretora de los conductos

tmlCam

pancredticos de ratones de la cepa Cftr , en situacién basal y en respuesta a forskolina,

mediante la técnica de videomicroscopia descrita en el apartado de Materiales y Métodos.

209 o Control Normales
® Forskolina Normales
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° m Forskalina CF
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Figura 1. Secrecién estimulada por forskolina en conductos pancredticos de ratones normales y
CF. Cambios en el volumen luminal relativo en conductos perfundidos con solucién HCOs™ en ausencia
(0, n=15; O, n=17) o en presencia de forskolina 5 yM (®, n=17; W, n=31). Los conductos procedian de
ratones normales (O,®) o de ratones CF (O0,M). Los valores se expresan cada minuto como media +
SEM.
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En los experimentos de secrecién basal (controles), los conductos pancredticos aislados de
ratones normales y CF se perfundieron con tampén HEPES (carente de HCOs') durante 10
minutos, y a continuacién con tampén HCOs", durante 50 minutos. En estas condiciones, los
conductos no muestran ninglin cambio aparente en su volumen luminal relativo a lo largo del
tiempo (Figura 1) y sus tasas secretoras se mantienen en valores cercanos a cero en todos los
periodos analizados (Figura 2). Estos resultados confirman lo descrito previamente por
nuestro grupo, en el sentido de que, en los conductos pancredticos de ratdn, no hay una
secrecidn basal significativa, ni en ausencia ni en presencia de HCOs™ °#® en contraste con lo
observado en conductos de otras especies, como el cobaya, en los que, en presencia de HCO5",
si que hay una secrecion significativa de fluido en ausencia de estimulo, del orden de 70

pl-min-mm2"
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E 1 @ Control CF da aa I
E 100__ M Forskolina CF l I
:z,— 754 cc b
S 50 a T T
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% 254
g
3 ]
[ 0
05
I Forskolina 5 pM (CJ, W)
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] | | |

510 1520 25-30 35-40 45-50 55-60
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Figura 2. Secrecion estimulada por forskolina en conductos pancredticos de ratones normales y
CF. Tasa secretora en conductos pancredticos perfundidos con solucién HCOs™, en ausencia ([J, n=15;
B, n=17) o en presencia de forskolina 5 yM ([, n=17; M, n=31). Los conductos procedian de ratones
normales (L], [J) o de ratones CF ([, M). Los valores se han obtenido de los experimentos mostrados
en la figura 1y se expresan como media + S.E.M. para cada uno de los periodos de tiempo que se
especifican en el eje de ordenadas. Los resultados del ANOVA fueron significativos en los periodos 5-
10, 25-30, 35-40, 45-50 y 55-60 (P« 0.01). Los resultados del test de Scheffé se muestran como “"a" P
<0.05 y "aa" P« 0.01 con respecto a la situacidn control en conductos de ratones normales; "b" £< 0.05
y "bb" P< 0.01 con respecto a los conductos de ratones normales estimulados con forskolina, y “cc” P<
0.01 con respecto a la situacion control en conductos de ratones CF.
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Con independencia de lo expuesto anteriormente, es relativamente frecuente que en los
experimentos de andlisis de la secrecién de fluido por videomicroscopia, obtengamos tasas de
secrecion (o de reabsorcion) estadisticamente significativas en los periodos iniciales del
experimento, cuando los conductos se perfunden con solucién HEPES o con solucién HCO3™, sin
ningin tipo de sustancia afiadida. Esta secrecién (o reabsorcién) basal significativa podria
producirse por fendmenos de adaptacion de los conductos pancredticos a un medio con
caracteristicas fisicoquimicas, como temperatura o composicion idnica de la solucién de
perfusidn, diferentes a las condiciones previas. Si bien los cambios que se observan en los
primeros minutos del experimento se podrian reducir, o incluso evitar, aumentando el periodo
de tiempo de equilibrado de los conductos en la solucién HEPES, aquellos que se producen al
cambiar a la solucion HCO;™ son mucho mds incontrolables. En todo caso, los valores de
secrecioh obtenidos en los primeros minutos de los experimentos no se han considerado a la

hora de obtener conclusiones de los diferentes protocolos experimentales.

La forskolina es un diterpeno, aislado inicialmente de la planta Coleus forskohlii, que actia
como un activador de la adenilil ciclasa.3” Este agente es un potente estimulante de la
secrecién de agua y electrolitos en los conductos pancredticos aislados,” y su efecto es mucho
mds marcado y reproducible que el del principal agonista fisioldgico que utiliza la ruta del
CAMP, la secretina. Esto se ha interpretado como una consecuencia de fenémenos de

desensibilizacién de los receptores de secretina durante el periodo de cultivo.™

Hemos analizado la respuesta secretora de los conductos de ratones normales tras la adicién
de forskolina 5 uM al medio de perfusién. Los resultados muestran que esta sustancia
produce, tras un cierto retraso (debido sobre todo al volumen muerto del sistema de
perfusidn), un incremento constante del volumen luminal relativo de los conductos (Figura 1):
los valores medios alcanzados, tras 40 minutos de estimulacion con forskolina, superan en algo
mds del 80% a los obtenidos al inicio del experimento. En cuanto a las tasas secretoras,
observamos que en los conductos de ratones normales se alcanzan valores estables, cercanos a
100 pl-min'l-mm'z, en los dltimos 30 minutos del experimento (Figura 2). Estos valores son, en
todos los periodos analizados, significativamente mds altos que los obtenidos en situacion

basal, confirmdndose asi la eficacia de la elevacién de los niveles de cAMP, por efecto de la
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forskolina, como estimulante de la secrecién de agua y electrolitos en las células ductulares

pancredticas.

Utilizando el mismo protocolo experimental, hemos analizado la respuesta secretora a la
forskolina en conductos aislados de ratones CF, carentes del canal CFTR. Nuestros resultados
muestran que, en un medio con concentraciones fisioldgicas de CI" y de HCO3™ (tampén HCO3),
la forskolina induce un incremento en el volumen luminal relativo (Figura 1) y en la tasa
secretora (Figura 2) de los conductos de ratones CF; sin embargo, los valores de tasas
secretoras alcanzados tras la estimulacién con forskolina en estos conductos son

significativamente menores que los obtenidos en los de ratones normales.

Los resultados de estos experimentos, necesarios para establecer las oportunas
comparaciones en apartados posteriores de este trabajo, confirman lo descrito previamente
por nuestro grupo, en el sentido de que los conductos pancredticos de ratones CF mantienen
una capacidad secretora reducida, pero significativa, en respuesta al incremento de los niveles
de cAMP.*® Este hecho no podria explicarse mediante el modelo cldsico de secrecién en los
conductos pancredticos, ya que, seglin este modelo, el canal CFTR, ausente en los conductos de
estos animales, seria necesario para mantener la secrecién ductular.™®?*! De acuerdo con

® el mantenimiento de la secrecién en conductos de ratones

nuestros resultados previos,®
carentes de CFTR se debe tanto al transporte de HCO;™ como de CI". Aunque se postulé que en
estos animales CF los canales de CI” dependientes de Ca®* (CACC) podrian hacerse cargo de la
funcién del CFTR,*®7 nuestro grupo comprobd que la carga de las células ductulares con
BAPTA, un quelante del Ca*, que anula por completo la respuesta secretora al carbacol, no
modifica significativamente la respuesta a forskolina; estos resultados demuestran que la

secrecion mediada por cAMP que se mantiene en los conductos de los ratones CF no depende

de los CACC 2%

Asi pues, en las células ductulares de los ratones CF debe existir algin mecanismo de
transporte epitelial, distinto de CACC, capaz de mantener la secrecién de aniones hacia el
lumen de los conductos en ausencia de CFTR. Ademds, parece asumido que, en las células
ductulares pancredticas, el aumento en la concentracién de cAMP activa los mecanismos

secretores tras la fosforilacién por la PKA del canal CFTR; sin embargo, nuestros resultados
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indican claramente que en estas células debe existir alguna diana, distinta al CFTR, que

responda al incremento en el cCAMP.

1.1.2. Efecto de la inhibicion de la actividad de la PKA sobre la secrecion estimulada con

forskolina en conductos pancredticos de ratones normales y CF

Con el fin de comprobar en qué medida la activacién de la PKA es responsable del efecto de la
forskolina sobre la secrecién ductular, llevamos a cabo una serie de experimentos utilizando
H-89, un potente inhibidor de esta enzima, a la concentracién final de 10 yM. Se ha
comprobado que esta concentracion del bloqueante, que se puede encontrar habitualmente en
la bibliografia, provoca una inhibicién total de la actividad de la PKA3** Ademds, se ha

descrito que la ICso para el H-89 es de 48 nM en la linea celular PC12D.%°

© Forskolina
® Forsk + H-89 10 uM

Volumen luminal relativo

| Forskolina 5 pM
| Hepes | HCO, (+ H-89 10 uM, »)

0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (min)

Figura 3. Efecto del bloqueo de la PKA sobre la secrecion estimulada por forskolina en conductos
pancredticos de ratones normales. Cambios en el volumen luminal relativo en conductos perfundidos
con soluciéh HCO5™ y estimulados con forskolina 5 yM en ausencia (O, n=17) o en presencia de H-89 10
UM (@, n=14). Los valores se expresan cada minuto como media + S.E.M.

La adicion de H-89 10 pyM al medio de perfusién (tampon HCO5") provoca una marcada
inhibicion en la respuesta secretora de los conductos de ratones normales (Figura 3) y CF
(Figura 5). El andlisis de los cambios en el volumen luminal relativo muestra que el H-89

produce una reduccion de la pendiente del incremento observado tras la estimulacién con
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forskolina en ambos grupos de animales (Figuras 3 y 5). En cualquier caso, el H-89 no bloquea
por completo la respuesta secretora de los conductos, ya que, incluso en los minutos finales
del experimento, los valores de volumen luminal relativo siguen incrementdndose en presencia

del inhibidor (Figuras 3 y 5).
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Figura 4. Efecto del bloqueo de la PKA sobre la secrecion estimulada por forskolina en conductos
pancredticos de ratones normales. Tasa secretora en conductos pancredticos perfundidos con
solucién HCO5™ y estimulados con forskolina 5 uM en ausencia ([, n=17) o en presencia de H-89 10 uM
(M, n=14). Los valores se han obtenido de los experimentos mostrados en la figura 3 y se expresan
como media £ S.EE.M. para cada uno de los periodos de tiempo que se especifican en el eje de
ordenadas. Los resultados del test de la t de Student se muestran como * P< 0.05 y ** P< 0.01 con
respecto a los conductos perfundidos en ausencia de H-89.

Lo anteriormente expuesto se confirma al analizar las tasas secretoras (Figuras 4 y 6). En el
caso de los conductos de ratones normales (Figura 4), la exposicién a H-89 provoca una
disminucidn significativa en los valores de tasa secretora en respuesta a forskolina. En estos
conductos, la secrecién de fluido estimulada por forskolina es, en presencia de H-89, inferior
al 50% de la obtenida en su ausencia. En el caso de los conductos de ratones CF (Figura 6)
observamos que los valores de tasa secretora en presencia de H-89 son siempre inferiores a
los obtenidos en su ausencia, aunque las diferencias entre ambas situaciones experimentales

no alcanzan significacion estadistica.
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Figura 5. Efecto del bloqueo de la PKA sobre la secrecion estimulada por forskolina en conductos

pancredticos de ratones CF. Cambios en el v

olumen luminal relativo en conductos perfundidos con

solucién HCO3™ y estimulados con forskolina 5 pM en ausencia (O, n=31) o en presencia de H-89 10 uM
(M, n=21). Los valores se expresan cada minuto como media + S.E.M.
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la secrecion estimulada por forskolina en conductos
en conductos pancredticos perfundidos con solucién

HCO5™ y estimulados con forskolina 5 pyM en ausencia ([J, n=31) o en presencia de H-89 10 yM (M,
n=21). Los valores se han obtenido de los experimentos mostrados en la figura 5 y se expresan como

media + S.E.M. para cada uno de los periodos de

tiempo que se especifican en el eje de ordenadas. Los

resultados del test de la t de Student se muestran como * P < 0.05 con respecto a los conductos

perfundidos en ausencia de H-89.
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Tanto en conductos de ratones normales como de CF, la estimulacién con forskolina, en
presencia de H-89 10 pM, induce tasas secretoras de fluido que son significativamente
mayores que cero en los Ultimos periodos del experimento (Figuras 4 y 6); es decir, el bloqueo
de la PKA por el H-89 no es suficiente para anular la secrecién de agua y electrolitos
estimulada por forskolina en los conductos pancredticos, ni de ratones normales ni de CF. Esto
sugiere que, en ambos tipos de animales, existen mecanismos moleculares de transporte de
aniones a través del epitelio ductular cuya activacion por el cAMP no depende de la
fosforilacién por la PKA. Con el fin de avanzar en la caracterizacién de estos mecanismos, a
continuacion analizamos por separado la secrecién de fluido dependiente de HCO; vy la

mediada por el transporte de CI".

1.1.3. Efecto de la inhibicion de la actividad de la PKA sobre la secrecion dependiente

de HCOj;™ estimulada por forskolina en conductos pancredticos de ratones normales y CF

La adicion al medio de perfusion de bumetanida 30 pM, un potente bloqueante del
cotransportador Na'-K'-2CI” (NKCC1), es capaz de anular por completo la secrecion de fluido
en conductos pancredticos aislados de rata y de ratdn perfundidos con un medio libre de
HCO3 *! lo que demuestra que este cotransportador es el responsable de la acumulacion de CI”
a través de la membrana basolateral y, por lo tanto, de generar un gradiente favorable para su
posterior secrecion hacia el lumen ductular. La perfusion de los conductos con tampon HCOs,
que contiene tanto CI" como HCO5', en presencia de bumetanida, eliminard la secrecion de CI”

mediada por este mecanismo de transporte.

En estas condiciones, la actividad conjunta del cotransportador Na'-2HCO;3;™ (pNBC1) y del
intercambiador CI"/HCO;3™ (AE) basolaterales podria mantener una cierta secrecion de CI”; en
todo caso, podemos afirmar que la secrecion de fluido de los conductos perfundidos en estas
condiciones es totalmente dependiente de la presencia de HCO;™ en el medio de perfusion vy,

-n

en consecuencia, nos referiremos a ella como "secrecion dependiente de HCO;™.

La adicién de forskolina 5 yM al tampén HCO3™, en presencia de bumetanida 30 uM, provoca,
en conductos pancredticos de ratones normales, un incremento sostenido en su volumen luminal

relativo a lo largo del tiempo (Figura 7). Este efecto se observa tanto en ausencia de H-89
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Figura 7. Efecto del bloqueo de la PKA sobre la secrecion dependiente de HCOs™ estimulada por
forskolina en conductos pancredticos de ratones normales. Cambios en el volumen luminal relativo en
conductos perfundidos con solucién HCO5™ conteniendo bumetanida 30 uM, estimulados con forskolina
5 pM en ausencia (O, n=14) o en presencia de H-89 10 uM (®, n=14). Los valores se expresan cada
minuto como media + S.E.M.
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Figura 8. Efecto del bloqueo de la PKA sobre la secrecién dependiente de HCOs™ estimulada por
forskolina en conductos pancredticos de ratones normales. Tasa secrefora en conductos
perfundidos con solucién HCO3™ conteniendo bumetanida 30 yM, estimulados con forskolina 5 M en
ausencia ([, n=14) o en presencia de H-89 10 yM (H, n=14). Los valores se han obtenido de los
experimentos mostrados en la figura 7 y se expresan como media + S.E.M. para cada uno de los
periodos de tiempo que se especifican en el eje de ordenadas. Los resultados del test de la t de
Student se muestran como ** P< 0.01 con respecto a los conductos perfundidos en ausencia de H-89.
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como en su presencia, aunque en este Ultimo caso con una pendiente menor (Figura 7), lo que
nos indica que la activacién de la PKA no es un acontecimiento imprescindible para que el cAMP
estimule la secrecion de fluido dependiente de HCO;™ en las células ductulares. El andlisis de
las tasas secretoras en estas condiciones experimentales (Figura 8) pone de manifiesto que el
blogueo de la actividad de la PKA con H-89 provoca una fuerte inhibicion de la secrecién
dependiente de HCO3", que pasa de valores cercanos a 110 pl-min™-mm™ a valores de alrededor
de 40 pl'min-mm™. Esta inhibicién es estadisticamente significativa en todos los periodos en
los que estuvo presente la forskolina en el medio de perfusion; sin embargo, las tasas
secretoras en presencia de H-89 son, en todo momento, significativamente mayores que cero,

segln el test de la t de Student con respecto a la media poblacional.
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Figura 9. Efecto del bloqueo de la PKA sobre la secrecién dependiente de HCOs™ estimulada por
forskolina en conductos pancredticos de ratones CF. Cambios en el volumen luminal relativo en
conductos perfundidos con soluciéh HCO;™ conteniendo bumetanida 30 M, estimulados con forskolina
5 uM en ausencia (O, n=22) o en presencia de H-89 10 yM (M, n=21). Los valores se expresan cada
minuto como media + S.E.M.

En conductos de ratones CF el volumen luminal relativo aumenta de forma moderada durante la
estimulacion con forskolina, tanto en presencia solo de bumetanida como de la combinacion de
bumetanida y H-89 (Figura 9). Al analizar las tasas secretoras se observa, al igual que en
ratones normales, que el bloqueante de la PKA provoca una inhibicién significativa de la

secrecién dependiente de HCO3™ (Figura 10), que pasa de valores cercanos a 45 pl-minmm? a
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valores de alrededor de 20 pl-min™mm™, que son significativamente mayores que cero en

todos los periodos analizados (Figura 10).
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Figura 10. Efecto del bloqueo de la PKA sobre la secrecién dependiente de HCOs™ estimulada por
forskolina en conductos pancredticos de ratones CF. Tasa secretora en conductos perfundidos con
solucién HCO3™ conteniendo bumetanida 30 pM, estimulados con forskolina 5 uM en ausencia ([, n=22)
o en presencia de H-89 10 uM (B, n=21). Los valores se han obtenido de los experimentos mostrados
en la figura 9 y se expresan como media + S.E.M. para cada uno de los periodos de tiempo que se
especifican en el eje de ordenadas. Los resultados del test de la t de Student se muestran como * P«
0.05 y ** P<0.01 con respecto a los conductos perfundidos en ausencia de H-89.

Estos resultados indican que, tanto en ratones normales como CF, la activacion de la PKA estd
implicada en la secrecién dependiente de HCO;™ tras la estimulacion de los conductos con
forskolina; sin embargo, la inhibicién de esta enzima con H-89 no bloquea por completo la

respuesta secretora (Figuras 8 y 10).

1.1.4. Secrecion de HCO; estimulada por forskolina en conductos pancredticos de

ratones CF

Como se ha explicado anteriormente, en un medio de perfusién que contiene tanto CI” como
HCO5", y en presencia de bumetanida para mantener bloqueado el NKCC1, la secrecion ductular
depende de HCO3’, puesto que el cotransportador Na'-2HCOj5', el intercambiador CI'”/HCO3™ y
el intercambiador Na'/H" basolaterales mantienen su actividad. En estas condiciones, la

secrecion neta de fluido puede ser consecuencia del transporte de CI°, de HCO3 o de ambos
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aniones en distinta proporcion. En realidad, hasta el momento no hemos comprobado si en
conductos de ratones CF puede haber secrecion de HCO3", descartando asi la hipétesis de que
en estos animales se mantengan operativos mecanismos luminales capaces de transportar CI°

pero no HCOs". Esto tendria como consecuencia que toda la “secrecién dependiente de HCO;

observada en los conductos de ratones CF fuese en realidad secrecién de CI".

Evaluar la secrecién de HCO; en estos conductos requeriria disponer de un bloqueante
especifico para el intercambiador aniénico (AE) basolateral, en cuya presencia se mantendria
la actividad de los dos mecanismos responsables de la acumulacion de HCOj3™ en las células
ductulares, el pNBC1 y el NHE1. Lamentablemente no disponemos de tal inhibidor especifico,
por lo que hemos utilizado H,DIDS, compuesto que bloquea tanto al pNBC1 como al AE,
manteniendo dnicamente la actividad del NHEL. De esta forma, aunque no podamos cuantificar
la secrecion de HCO3', si podemos estar seguros de que cualquier secrecion de fluido que
observemos, tras la estimulacién con forskolina, en presencia de bumetanida y H,DIDS,

dependerd exclusivamente del transporte de HCOs'.
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Figura 11. Secrecién de HCOs en conductos pancredticos de ratones CF. Cambios en el volumen
luminal relativo en conductos estimulados con forskolina 5 uM en soluciéh HCO3™, y en solucién HCO5
conteniendo bumetanida 30 yM y H.DIDS 500 puM. Los valores se expresan cada minuto como media +
S.EM. (n=36).
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Los resultados obtenidos en estos experimentos muestran que la adicién de bumetanida 30 yM
y H.DIDS 500 pM al medio de perfusidn, cuando la secrecidn ya se encuentra estimulada por
forskolina, produce una reduccion de la pendiente del incremento del volumen luminal relativo
(Figura 11); asi, se observa que la pendiente del incremento entre los minutos 40-60 disminuye
con respecto a los 20 minutos anteriores, en los que la secrecion estaba estimulada con

forskolina en ausencia de los inhibidores.
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Figura 12. Secrecion de HCO; en conductos pancredticos de ratones CF. Tasa secretora en
conductos estimulados con forskolina 5 pM en solucién HCO3, y en solucién HCO;3 conteniendo
bumetanida 30 yM y H.DIDS 500 pM. Los valores se han obtenido de los experimentos mostrados en
la figura 11 y se expresan como media + S.E.M. (n=36). Los resultados del test de la t de Student se
muestran como ## P< 0.01 con respecto a cero.

El andlisis de las tasas secretoras confirma estos resultados (Figura 12): la forskolina
estimula la secrecion de fluido en los conductos CF, hasta valores de alrededor de 40
pl-min-mm, pero esta respuesta se inhibe tras la adicién de los bloqueantes, hasta valores de
alrededor de 20 plminmm®. A pesar de esta inhibicién, la secrecién en conductos
pancredticos de ratones CF en respuesta a forskolina sigue manteniéndose estimulada, ya que
las tasas secretoras fueron significativamente mayores que cero en todos los periodos
analizados (Figura 12). En esta serie de experimentos obtuvimos una secrecién basal

significativa, tanto en ausencia como en presencia de HCO3™; como ya hemos mencionado, este
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hecho no nos parece relevante a la hora de interpretar estos resultados, puesto que,
independientemente de cudles sean los mecanismos responsables de esta secrecion basal, es
obvio que en los Ultimos periodos experimentales permanecen operativos mecanismos capaces
de mediar una secrecién neta de fluido hacia el lumen, que no se inhiben por la accion conjunta

de la bumetanida y el H,DIDS.

Estos resultados permiten descartar la hipotesis de que los conductos pancredticos de
animales CF sean capaces Unicamente de transportar CI', y no HCO3", a través de la membrana
luminal. Podemos concluir, por tanto, que los conductos pancredticos de ratones carentes de
CFTR mantienen operativos mecanismos secretores capaces de transportar HCO; hasta el

lumen ductular.

1.1.5. Efecto de la inhibicion de la actividad de la PKA sobre la secrecion de CI

estimulada por forskolina en conductos pancredticos de ratones normales y CF

Nuestro grupo ha demostrado previamente que la secrecion de agua y electrolitos en los
conductos pancredticos de ratas y ratones, perfundidos con un medio nominalmente libre de
HCO3™ (tampon HEPES), estd mediada exclusivamente por procesos de transporte epitelial de
CI" hacia el lumen de los conductos.”’ En este apartado del trabajo hemos analizado de forma
aislada la secrecion de CI" y su dependencia de la activacion de la PKA, en conductos

pancredticos de ratones normales y CF.

Nuestros resultados muestran que, en conductos pancredticos aislados de ratones normales,
perfundidos con tampon HEPES, la forskolina induce un claro incremento del volumen luminal
relativo a lo largo del tiempo (Figura 13). Este efecto se observa tanto en ausencia de H-89
como en su presencia, si bien en este Ultimo caso con una menor pendiente, lo que indica que el
bloqueo de la actividad de la PKA no es capaz de anular la secrecién de CI” en las células
ductulares pancredticas de ratones normales. En el andlisis de las tasas secretoras (Figura 14)
observamos que la forskolina estimula la secrecién de CI" y que la presencia de H-89 en el
medio de perfusién no la inhibe de forma significativa, si bien los valores de tasa secretora en
estas condiciones son siempre inferiores a los obtenidos en ausencia del bloqueante. Esta
inhibicién poco marcada contrasta con la observada en los experimentos en los que los

conductos secretaban tanto CI" como HCO3™ (Figura 4).
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Figura 13. Efecto del bloqueo de la PKA sobre la secrecién de CI” estimulada por forskolina en
conductos pancredticos de ratones normales. Cambios en el volumen luminal relativo en conductos
perfundidos con solucién HEPES y estimulados con forskolina 5 pyM en ausencia (O, n=31) o en
presencia de H-89 10 uM (®, n=9). Los valores se expresan cada minuto como media =+ S.E.M.
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Figura 14. Efecto del bloqueo de la PKA sobre la secrecién de ClI” estimulada por forskolina en
conductos pancredticos de ratones normales. Tasa secretora en conductos perfundidos con solucidn
HEPES y estimulados con forskolina 5 yM en ausencia (L], n=31) o en presencia de H-89 10 yM (M,
n=9). Los valores se han obtenido de los experimentos mostrados en la figura 13 y se expresan como
media + S.E.M. para cada uno de los periodos de tiempo que se especifican en el eje de ordenadas.
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Figura 15. Efecto del bloqueo de la PKA sobre la secrecion de CI” estimulada por forskolina en
conductos pancredticos de ratones CF. Cambios en el volumen luminal relativo en conductos
perfundidos con solucién HEPES y estimulados con forskolina 5 uM en ausencia (O, n=16) o en
presencia de H-89 10 yuM (M, n=31). Los valores se expresan cada minuto como media + S.E.M.
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Figura 16. Efecto del bloqueo de la PKA sobre la secrecién de CI estimulada por forskolina en
conductos pancredticos de ratones CF. Tasa secretora en conductos perfundidos con solucién HEPES
y estimulados con forskolina 5 yM en ausencia ([J, n=16) o en presencia de H-89 10 yM ([, n=31). Los
valores se han obtenido de los experimentos mostrados en la figura 15 y se expresan como media +
S.E.M. para cada uno de los periodos de tiempo que se especifican en el eje de ordenadas. Los
resultados del test de la + de Student se muestran como * £< 0.05 y ** P< 0.01 con respecto a los
conductos perfundidos en ausencia de H-89.
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Utilizando el mismo protocolo experimental, observamos que la forskolina produce un
incremento del volumen luminal relativo en conductos pancredticos aislados de ratones CF
(Figura 15). Este incremento, consecuencia del transporte transepitelial de CI°, que se produce
tanto en presencia como en ausencia de H-89, es mds moderado que en ratones normales
(Figura 13). Al analizar las tasas secretoras en estos experimentos (Figura 16), comprobamos
que la presencia de H-89 en el medio de perfusién reduce de forma significativa la secrecion
de CI" estimulada por forskolina en los conductos de ratones CF. A pesar de esta inhibicién, el
H-89 no bloquea por completo la respuesta secretora a forskolina, ya que, en todos los
periodos analizados, enconftramos valores de tasas secretoras significativamente mayores que

cero en presencia del inhibidor.

Tomados en su conjunto, los resultados obtenidos en conductos pancredticos aislados de
ratones normales y CF, sometidos a las acciones del H-89 a la concentracion de 10 uM, nos
indican que en ambos grupos de animales las células ductulares poseen mecanismos capaces de
activar la secrecion tras su fosforilacién por la PKA y, al mismo tiempo, que en ambos grupos
existen mecanismos cuya estimulacion por el cAMP no depende de la activacién de esta enzima.
La primera afirmacion se deduce del hecho de que la secrecidon de fluido estimulada por
forskolina se inhibe de forma significativa por efecto del H-89, mientras que la segunda
procede de la observacién de que la inhibicion ejercida por este bloqueante de la PKA es
dnicamente parcial, manteniéndose en todos los casos una secrecion significativamente mayor

que cero en respuesta a la forskolina.

La naturaleza de estos mecanismos es desconocida hasta el momento. Obviamente, parte de la
respuesta dependiente de PKA en conductos pancredticos de ratones normales es atribuible a
la fosforilacién y consiguiente activacién del CFTR;'* sin embargo, el hecho de que en animales
CF el H-89 también inhiba de forma significativa tanto la secrecion dependiente de HCO;~
como la secrecion de CI", pone de manifiesto que el CFTR, ausente en estos animales, no es el
nico mecanismo efector de la activacion de la PKA. Si bien en muchos de los modelos de raton

modificados genéticamente para eliminar la proteina CFTR se ha observado que puede haber

I 124 tml1Cam
’

una expresién residual de CFTR funciona nuestro modelo, el Cftr , se caracteriza

precisamente por la total ausencia de esta proteina.?*® En consecuencia, tenemos que pensar

117



Resultados y Discusion

en la existencia de un mecanismo de regulacién alternativo en las células ductulares de estos

animales, también activado por la PKA.

Existe muy poca informacion acerca de la eventual regulacion por la PKA de los
transportadores de membrana implicados en procesos secretores. Se ha descrito, por
ejemplo, la activacion del NKCC1 por efecto de la PKA en células epiteliales de la cérnea del
conejo**® y en gldndulas submandibulares del ratén.*® Aunque un incremento en la actividad de
este cotransportador por accion de la PKA podria explicar nuestros resultados en la secrecion
de CI', la inhibicidn que se observa en la secrecion dependiente de HCO;™ al bloquear la PKA, en

conductos de ratones CF, no se puede atribuir a la falta de activacidn del NKCC1.

Por otra parte, aunque la presencia en la porcién intracelular de la proteina pNBC1 de

secuencias sustrato para la PKA se conoce desde hace afios,?'¢*

su regulacién positiva tras su
fosforilacién por PKA se ha descrito mds recientemente, en criptas coldnicas de ratén.?° La
informacidn existente acerca de la eventual regulacion del NHE1 por la PKA es mucho mds
confusa. Asi, parece haber consenso en que el NHE1 no estd sujeto a ningln tipo de regulacion
por agonistas que actdan por la ruta del cAMP,?® aunque en la bibliografia también se pueden
encontrar escasos trabajos que describen un efecto positivo de la PKA sobre este
intercambiador, que cursa por un mecanismo muy indirecto, a través de la inhibicion de la
proteina & monomérica RhoA.**'° No obstante, de manera similar a lo anteriormente expuesto
para el NKCC1, una activacién por la PKA del pNBC1 y/o del NHE1 en las células ductulares

pancredticas podria explicar, en este caso, la inhibicion ejercida por el H-89 en la secrecidn

dependiente de HCO3;™ en conductos de ratones CF, pero no la observada en la secrecién de CI".

Una alternativa que podria explicar nuestros resultados, tanto en lo referente a la secrecién
de CI" como a la secrecién dependiente de HCO5, seria una regulacion positiva por la PKA del
intercambiador anidnico luminal SLC26A6. No existe en la bibliografia ningtn trabajo en el que
se describa una accién directa de la PKA sobre la actividad de este intercambiador, aunque si
que se ha descrito una accién positiva indirecta, mediada por la fosforilacién de CFTR, que
seria quien finalmente interaccionase con SLC26A6.®® Asi pues, no parece probable que en los
conductos pancredticos de ratones CF, que por definicion carecen de CFTR, la PKA tenga
ninguna accidn positiva sobre el SLC26A6. En ratones normales, la inhibicién de la PKA evitaria

la fosforilacidon y activacion del CFTR, de forma que la falta de interaccidn entre este y el
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SLC26A6 podria contribuir a la reduccién que observamos en su respuesta secretora en los

experimentos en los que se utilizé el H-89.

Asi pues, la explicacion de nuestros resultados requeriria asumir que las acciones de la PKA se
ejercen al mismo tiempo sobre varios transportadores de membrana diferentes; esta seria la
dnica posibilidad para explicar la inhibicion que observamos tanto en la secrecion de CI” como
en la dependiente de HCO;". Obviamente, estos mecanismos, de existir, fambién deberian
estar presentes en los animales normales y contribuirian a la inhibicion de la secrecidn que

provoca el tratamiento con H-89.

Como hemos mencionado previamente, para explicar nuestros resultados debemos considerar
también la existencia, tanto en ratones normales como CF, de mecanismos cuya estimulacion
por el cAMP no dependa de la activacién de la PKA. Hasta el momento se han descrito dos
posibles vias de actuacién del cAMP intracelular independientes de la PKA. En primer lugar, el
CAMP puede activar directamente canales catidnicos inespecificos, mecanismo que, por
ejemplo, es responsable de la transduccién del estimulo en neuronas olfatorias.”” La segunda
consiste en la activacién, por el cAMP, de factores intercambiadores de nucledtidos de

guanina de la proteina 6 monomérica Rapl, las proteinas Epac.”

En células ductulares pancredticas de rata se describié hace afios la presencia de canales
catidnicos inespecificos, tanto en su membrana basolateral como en la luminal.’? La
intervencién de estos canales como efectores del cAMP es, sin embargo, muy dudosa: por una
parte, se ha demostrado que estos canales se activan Unicamente en presencia de
concentraciones muy elevadas de Ca®" citosélico;''? por otra parte, aunque el cAMP regulase
este tipo de canales, parece dificil relacionar un incremento en la conductancia basolateral y

luminal a cationes con una estimulacién de la secrecién de agua y electrolitos en estas células.

A la vista de lo anteriormente expuesto, consideramos que la activacion de la ruta iniciada por
Epac es el mecanismo mds probable para explicar el mantenimiento de una secrecidn
hidroelectrolitica significativa en respuesta al cAMP, que es independiente de la activacion de
la PKA. La investigacién de la posible contribucién de esta ruta intracelular se abordard en un

apartado posterior de este trabajo.
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1.1.6. Efecto de la inhibicion de la PKA con una concentracion mayor de H-89 (50 uM)

en conductos pancredticos de ratones normales

Los resultados obtenidos hasta ahora indican que el bloqueo de la PKA con H-89 solo produce
una inhibicién parcial de la respuesta secretora de los conductos pancredticos a forskolina.
Como acabamos de discutir, estos resultados podrian explicarse por la existencia de algin
mecanismo de transporte, cuya activacion sea independiente de la fosforilacion por PKA, que
mantenga la secrecion. Sin embargo, no podemos descartar que la concentracién de H-89
utilizada en nuestro trabajo sea insuficiente para bloquear por completo la actividad de la
PKA, tras su estimulacion con forskolina. En principio, esta dltima explicacion no parece
probable, a la vista de los datos que se pueden encontrar en la bibliografia acerca de la

eficacia de este bloqueante;®%33*

sin embargo, y con el fin de investigar esta posibilidad,
realizamos algunos experimentos utilizando una concentracién cinco veces mayor del inhibidor,

en conductos pancredticos de ratones normales, estimulados con forskolina en tfampén HCO;".
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Figura 17. Efecto del bloqueo de la PKA con H-89 a la concentracion de 50 pyM sobre la
secrecion estimulada por forskolina en conductos pancredticos de ratones normales. Cambios en el
volumen luminal relativo en conductos perfundidos con solucién HCO3™ y estimulados con forskolina en
ausencia (O, n=17) o en presencia de H-89 50 uM (®, n=17). Los valores se expresan cada minuto como
media + S.E.M.
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Los resultados muestran que el H-89, a la concentracién de 50 pM, provoca una disminucién
progresiva en la pendiente del incremento del volumen luminal relativo en respuesta a

forskolina (Figura 17).
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Figura 18. Efecto del bloqueo de la PKA con H-89 10 yM o 50 yM sobre la secrecién estimulada
por forskolina en conductos pancredticos de ratones normales. Tasa secretora en conductos
pancredticos perfundidos con soluciéh HCOs™ y estimulados con forskolina 5 pM en ausencia de
bloqueante ([J, n=17), en presencia de H-89 10 yM ([, n=14) o en presencia de H-89 50 yM (M, n=17).
Los valores se han obtenido de los experimentos mostrados en las figuras 3 y 17 y se expresan como
media + S.E.M. para cada uno de los periodos de tiempo que se especifican en el eje de ordenadas. Los
resultados del ANOVA fueron significativos en los periodos 25-30, 35-40, 45-50 y 55-60 (P < 0.01).
Los resultados del test de Scheffé se muestran como “a” < 0.05 y “aa" P < 0.01 con respecto a los
conductos perfundidos en ausencia de H-89.

Con el fin de comparar el efecto de las dos concentraciones de H-89, hemos analizado las
tasas secretoras de los conductos perfundidos en presencia de H-89 10 yM (ya mostradas en
la Figura 4) y 50 uM (Figura 18). En la grdfica se observa que, como ya hemos descrito, el
H-89 a la concentracion de 10 uM ejerce una inhibicién que se mantiene mds o menos
constante hasta el final del experimento. El patrdn de respuesta observado al utilizar la
concentracion mds alta del bloqueante de la PKA es diferente, ya que el H-89 50 uM inhibe la
secrecién de manera progresiva. En el periodo inmediatamente posterior a la adicién de
forskolina (25'-30"), la inhibicién observada con H-89 50 yM es idéntica a la provocada por
H-89 10 pM; sin embargo, a medida que transcurre el experimento, la tasa secretora va

disminuyendo mds intensamente en presencia de H-89 50 pM. El bloqueo de la secrecién
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provocado por esta concentracién alta del inhibidor es total en el (ltimo periodo analizado
(65-60"), en el que observamos valores de tasa secretora que no se diferencian

significativamente de cero.

Los resultados obtenidos con H-89 a la concentracién de 50 yM muestran una inhibicién total
de la respuesta secretora a forskolina en conductos pancredticos de ratones normales que, sin
embargo, y a diferencia de la observada con H-89 10 puM, se va alcanzando de forma
progresiva a lo largo del tiempo del experimento. Podriamos pensar que la inhibicién provocada
por la concentracion mds baja del blogueante no es completa porque resulta insuficiente en
nuestras condiciones experimentales. Alternativamente, no podemos descartar que el H-89, a
concentraciones elevadas, produzca algin efecto téxico y/o inespecifico que sea responsable
de esta inhibicion total. De hecho, se ha descrito que altas concentraciones de H-89 pueden

inhibir la actividad de numerosas cinasas diferentes de la PKA 2!

1.1.7. Efecto de la inhibicion de la actividad de la PKA tras la estimulacion de la

secrecion con carbacol en conductos pancreaticos de ratones normales

Con el fin de comprobar si el bloqueo producido por H-89 50 uM en la respuesta secretora a
forskolina se debe a su efecto especifico sobre la PKA, realizamos una serie de experimentos
en conductos procedentes de ratones normales, en los que utilizamos carbacol como
estimulante de la secrecidn. Este agonista colinérgico actla sobre la secrecién ductular
pancredtica a través de la ruta del Ca®" citosélico y por la activacién de la proteina cinasa €

(PKC),” es decir, por mecanismos independientes de la activacién de la PKA.

La adicion de carbacol 30 uM al medio de perfusién (tampon HCO3™) provoca un modesto pero
claro incremento en el volumen luminal relativo de los conductos pancredticos, tanto en
ausencia como en presencia de H-89 10 yM (Figura 19). En frabajos previos de nuestro grupo
ya habiamos descrito que la respuesta secretora al carbacol, a diferencia de la inducida por
forskolina, es transitoria, con un incremento del volumen luminal relativo mucho mds marcado
inmediatamente después de la aplicacidon del agonista y una tendencia posterior a mantener
valores mds estables.?®® En cuanto a las tasas secretoras observadas tras la estimulacién con

carbacol, en ausencia de inhibidor, encontramos que los valores mdximos, cercanos a 100
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pl-min:mm™, se obtienen en el periodo 22'-27'. Estos valores no se modifican de manera

significativa en presencia de H-89 10 yM (Figura 21).
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Figura 19. Efecto del bloqueo de la PKA sobre la secrecién estimulada por carbacol en conductos
pancredticos de ratones normales. Cambios en el volumen luminal relativo en conductos perfundidos
con soluciéh HCO5™ y estimulados con carbacol 30 yM en ausencia (O, n=39) o en presencia de H-89 10
UM (@, n=10). Los valores se expresan cada minuto como media + S.E.M.
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Figura 20. Efecto del bloqueo de la PKA con H-89 a la concentracién de 50 pyM sobre la
secrecion estimulada por carbacol en conductos pancredticos de ratones normales. Cambios en el
volumen luminal relativo en conductos perfundidos con solucién HCOs™ y estimulados con carbacol 30
UM en ausencia (O, n=39) o en presencia de H-89 50 yM (®, n=35). Los valores se expresan cada
minuto como media + S.E.M.
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Al analizar el efecto del H-89 50 uM observamos que, a diferencia de lo que ocurre cuando se
usa a la concentracion mds baja, este inhibe parcialmente el incremento en el volumen luminal
relativo de los conductos tras la estimulacién con carbacol (Figura 20). Del mismo modo,
comprobamos que el H-89 50 pyM reduce de forma significativa la tasa secretora obtenida

inmediatamente después de la estimulacion con carbacol, en el periodo 22'-27' (Figura 21).
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Figura 21. Efecto del bloqueo de la PKA con H-89 10 yM o 50 yM sobre la secrecién estimulada
por carbacol en conductos pancredticos de ratones normales. Tasa secretora en conductos
pancredticos perfundidos con solucion HCO; y estimulados con carbacol 30 yM en ausencia de
bloqueante ([, n=39), en presencia de H-89 10 yM ([, n=10) o de H-89 50 yM (M, n=35). Los valores
se han obtenido de los experimentos mostrados en las figuras 19 y 20 y se expresan como media *
S.E.M. para cada uno de los periodos de tiempo que se especifican en el eje de ordenadas. Los
resultados del ANOVA fueron significativos en el periodo 22-27 (P< 0.01). Los resultados del test de
Scheffé se muestran como “aa” P < 0.01 con respecto a los conductos perfundidos en ausencia de
blogueante, y "b" P< 0.05 con respecto a los conductos perfundidos con H-89 10 uM.

Como hemos mencionado, la respuesta secretora al carbacol no implica la participacién de la
PKA. Por ello, es légico que el H-89, a la concentracién mds baja utilizada, no modifique
significativamente la respuesta secretora a este agonista colinérgico; en contraste, la
inhibicién observada en presencia de H-89 50 yM apunta hacia una accidn inespecifica y/o

téxica de este blogueante, acciones que se han descrito en la bibliografia.?**

A la vista de estos resultados obtenidos con carbacol, la inhibicién total producida por el H-89

50 puM en la respuesta a la forskolina podria deberse, de igual manera, a un efecto de esta
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sustancia sobre dianas diferentes de la PKA y, en consecuencia, consideramos que los
resultados obtenidos con esta concentracion del bloqueante no son dtiles a la hora de obtener

conclusiones acerca del efecto de la inhibicién de esta cinasa.

1.2. Andlisis de la respuesta secretora en conductos pancreaticos de

ratones normales a agonistas selectivos de PKA o de Epac

Una de las principales limitaciones en el estudio de las acciones del cAMP es la baja
permeabilidad de la membrana plasmdtica para esta molécula. Actualmente, disponemos de
andlogos del cAMP que pueden entrar en la célula con cierta facilidad; ademds, en los dltimos
afios, se han desarrollado andlogos de esta molécula capaces de activar de forma selectiva a la
PKA o a las proteinas Epac, de forma que es posible analizar las acciones de ambos efectores

intracelulares por separado.

Hasta el momento, nuestros resultados indican que la activacion de la PKA no es responsable
de la totalidad de la respuesta secretora de los conductos a la forskolina, tanto en lo que
respecta a la secrecién de CI" como a la secrecién dependiente de HCOs5". Con el fin de
investigar si parte del efecto de la forskolina sobre la secrecién ductular estd mediado por la
activacion de la via de Epac y Rapl, hemos analizado el efecto de un andlogo del cAMP que
activa selectivamente esta ruta, el 8-pCPT-2'-O-Me-cAMP (8-pCPT), sobre la secrecidn
hidroelectrolitica de los conductos. Ademds, hemos comparado su efecto con el de otro
andlogo del cAMP, el N®-Benzoil-cAMP (6-Bnz), que activa de forma especifica a la PKA. Todos
los experimentos recogidos en este apartado se realizaron utilizando ratones normales, de la

cepa CD1.

1.2.1. Respuesta secretora de los conductos pancredticos de ratén a N°-Benzoil-cAMP

En primer lugar, con el fin de analizar la respuesta secretora de los conductos pancredticos de
ratones normales al 6-Bnz, que actia de forma selectiva sobre la PKA, realizamos una serie de

experimentos utilizando dos concentraciones distintas de este andlogo, 100 yM y 200 pM.

Los resultados obtenidos en el andlisis del volumen luminal relativo se muestran en las Figuras

22 y 23. Como se puede observar en las grdficas, la estimulacién con 6-Bnz, a las dos
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concentraciones utilizadas, en tampén HCOs", provoca un ligero incremento en el volumen

luminal relativo de los conductos con respecto al control.
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Figura 22. Secrecién estimulada por N°-Benzoil-cAMP a la concentracién de 100 uM en
conductos pancredticos de ratones normales. Cambios en el volumen luminal relativo en conductos
perfundidos con soluciéh HCO5™ en ausencia (O, n=15) o en presencia de 6-Bnz 100 yM (®, n=46). Los
valores se expresan cada minuto como media + S.E.M.
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Figura 23. Secrecién estimulada por N°®-Benzoil-cAMP a la concentracién de 200 uM en
conductos pancredticos de ratones normales. Cambios en el volumen luminal relativo en conductos
perfundidos con solucién HCOs™ en ausencia (O, n=15) o en presencia de 6-Bnz 200 yM (®, n=24). Los
valores se expresan cada minuto como media + S.E.M.
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Este incremento en la secrecién ductular en respuesta a 6-Bnz se observa también al analizar
las tasas secretoras (Figura 24). En presencia de 6-Bnz, a las concentraciones de 100 yM o
200 pM, se produce una estimulacién de la tasa de secrecién de fluido en los Ultimos periodos
del experimento. En ambos casos, la tasa secretora de los conductos, tras la estimulacidn con
el andlogo, alcanza valores de entre 30 y 35 pl-min-mm™. El andlisis estadistico de los
resultados muestra que los valores obtenidos tras la estimulacion con 6-Bnz 100 M y 200 uM
fueron significativamente superiores a los alcanzados en ausencia del andlogo. Ademds, las
tasas secretoras tras la estimulacion con cualquiera de las concentraciones de 6-Bnz son
significativamente mayores que cero, segln el test de la t de Student con respecto a la media

poblacional, y no se observaron diferencias significativas entre ellas.
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Figura 24. Secrecién estimulada por N°®-Benzoil-cAMP 100 pM o 200 pM en conductos
pancredticos de ratones normales. Tasa secretora en conductos pancredticos perfundidos con
solucién HCO3", sin estimulo ([, n=15), con 6-Bnz 100 uM ([, n=46) o con 6-Bnz 200 uM (M, n=24).
Los valores se han obtenido de los experimentos mostrados en las figuras 22 y 23 y se expresan como
media £ S.E.M. para cada uno de los periodos de tiempo que se especifican en el eje de ordenadas. Los
resultados del ANOVA fueron significativos en los periodos 5-10 y 25-30 (P < 0.05), y en el periodo
35-40 (P< 0.01). Los resultados del test de Scheffé se muestran como “a” P< 0.05 y “aa" P< 0.01 con
respecto conductos perfundidos en ausencia de estimulo y "b" P < 0.05 con respecto a los conductos
estimulados con 6-Bnz 100 yM.

En los conductos pancredticos de ratones normales, la activacién de la PKA deberia provocar
una intensa respuesta secretora. Sin embargo, nuestros resultados muestran que la respuesta

al andlogo especifico de la PKA es muy moderada en nuestro modelo experimental: se alcanzan
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tasas secretoras del orden de 30 pl'minmm?, frente a los mds de 100 pl-minmm® que
tipicamente se obtienen tras la estimulacion con forskolina. La compafiia que comercializa este
producto asegura que la permeabilidad de la membrana plasmdtica para esta molécula es
aproximadamente 6.5 veces superior que para el cAMP; a efectos comparativos, la
permeabilidad de la membrana para un andlogo del cAMP frecuentemente utilizado en
investigacion, el 8-Br-cAMP, es del orden de 2 veces mayor que para el cAMP, mientras que
para el dibutiril-cAMP es mds de 20 veces superior. Desde este punto de vista, la accion
moderada del 6-Bnz sobre la secrecién ductular no se deberia adscribir a la baja

permeabilidad de las células para este compuesto.

1.2.2. Respuesta secretora de los conductos pancredticos de ratén a 8-pCPT-2'-O-Me-

cAMP

En experimentos similares a los realizados con 6-Bnz, los conductos pancredticos de ratones
normales se expusieron al andlogo 8-pCPT que, como ya hemos mencionado, activa de forma
selectiva a las proteinas Epac. Este andlogo se afiadié a la solucién HCO3™, a una concentracion

final de 100 yM.
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Figura 25. Secrecién en presencia de 8-pCPT-2'-O-Me-cAMP a la concentracién de 100 yM en
conductos pancredticos de ratones normales. Cambios en el volumen luminal relativo en conductos
perfundidos con solucién HCO;™ en ausencia (O, n=15) o en presencia de 8-pCPT 100 yM (®, n=53). Los
valores se expresan cada minuto como media + S.E.M.
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Los resultados obtenidos en el andlisis del volumen luminal relativo se muestran en la Figura
25. La grdfica obtenida para los conductos perfundidos con 8-pCPT es muy similar a la
obtenida en ausencia del andlogo, sin que se aprecie ningln cambio en la secrecion

hidroelectrolitica en conductos pancredticos de raton expuestos a esta sustancia.

El andlisis de las tasas secretoras (Figura 26) permite llegar a la misma conclusién, es decir,
que la adicion de 8-pCPT al medio de perfusion no induce respuesta secretora alguna en los
conductos pancredticos. Asi, las tasas secretoras observadas en los conductos perfundidos en
presencia del andlogo no son significativamente distintas a cero, y son similares a las

obtenidas en conductos perfundidos con solucién HCO;™ en ausencia del andlogo.
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Figura 26. Secrecién en presencia de 8-pCPT-2'-O-Me-cAMP 100 yM en conductos pancredticos
de ratones normales. Tasa secretora en conductos pancredticos perfundidos con solucién HCOs™, en
ausencia ([, n=15) o en presencia de 8-pCPT 100 yM (M, n=53). Los valores se han obtenido de los
experimentos mostrados en la figura 25 y se expresan como media = S.E.M. para cada uno de los
periodos de tiempo que se especifican en el eje de ordenadas.

Los resultados obtenidos con el 8-pCPT parecen indicar que esta molécula y, por lo tanto, la
activacion de las proteinas Epac, no induce ninguna respuesta secretora en conductos
pancredticos de ratén. Este andlogo del cAMP selectivo para Epac se ha utilizado en diversos
trabajos en los que se han demostrado acciones bioldgicas mediadas por la activacién de
Epac/Rapl, en varios tipos celulares, a concentraciones similares o incluso inferiores a la

utilizada en nuestros experimentos.®*'73%% En este caso, la casa comercial afirma que la
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permeabilidad de la membrana plasmdtica para este compuesto es cerca de 70 veces mayor
que su permeabilidad para el cAMP, de forma que, en principio, no pareceria probable que este

factor fuese limitante.

En contraste con lo anteriormente expuesto, Ultimamente se estd poniendo en duda la utilidad
de esta molécula y, de hecho, recientemente se han desarrollado derivados acetoximetil éster
(AM) de la misma, con el fin de mejorar su capacidad de entrada a las células.*®* En un trabajo
reciente, Chepurny et a/”® han descrito la falta de efectos del 8-pCPT-2'-O-Me-cAMP a la
concentracion de 100 M (la utilizada por nosotros) en la secrecién de insulina en una linea
celular derivada de células B pancredticas de rata, mientras que una concentracién mucho
menor del derivado AM, 10 uM, fue suficiente para provocar una notable respuesta secretora
en ese mismo modelo. Esta misma concentracion del derivado también estimulé
significativamente la secrecién de insulina en islotes pancredticos de ratén.’® Se ha descrito
que el 8-pCPT-AM es del orden de 500 veces mds potente que el 8-pCPT, y que esta diferencia

reside precisamente en su capacidad para atravesar la membrana plasmdtica.’””

1.2.3. Respuesta secretora de los conductos pancredticos de raton a elevadas

concentraciones de los andlogos del cAMP

Nuestro principal objetivo en los experimentos con andlogos del cAMP ha sido investigar si la
activacion de Epac tiene alguna consecuencia en la secrecién de los conductos pancredticos.
Los experimentos con 6-Bnz se realizaron como control positivo de estos estudios ya que,
como hemos mencionado, la activacién de la PKA deberia provocar una intensa respuesta
secretora. Lo que hemos observado en nuestros resultados es una respuesta secretora muy
moderada al agonista selectivo de la PKA, el 6-Bnz, y una falta de respuesta al de Epac, el

8-pCPT.

Como acabamos de revisar, la permeabilidad de la membrana puede no ser lo suficientemente
elevada como para permitir que estos andlogos alcancen concentraciones eficaces en el citosol.
Para investigar esta posibilidad, nos planteamos aumentar de forma considerable la
concentracion de los andlogos en los experimentos. En nuestro sistema, los conductos se
perfunden continuamente a una velocidad de 1.5 ml-min™, por lo que el uso de concentraciones

elevadas de los andlogos resulta inviable desde un punto de vista estrictamente econémico. Por
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esta razdn, y con el fin de poder aplicar concentraciones mds altas de los andlogos, realizamos
una serie de experimentos en los que cambiamos las condiciones de perfusion: en estos
experimentos, los conductos se perfundieron con HEPES durante 10 minutos, y a continuacion
con tampén HCO;™ durante otros 10 minutos. En el minuto 20 del experimento se paré la
perfusion y se rellené la cdmara, cuya capacidad es de 150 pl, con tampén HCO;™ al que se
habian afiadido los andlogos a una concentracién final de 1 mM. El estimulo se mantuvo durante
20 minutos, con el flujo parado, y a continuacién se termind el experimento perfundiendo con

la solucién hipoténica.
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Figura 27. Secrecién estimulada por N°®-Benzoil-cAMP a la concentracién de 1 mM en conductos
pancredticos de ratones normales. Cambios en el volumen luminal relativo en conductos perfundidos
con solucién HCOs™ en ausencia (O, n=15) o en presencia de 6-Bnz 1 mM (®, n=18). Los valores se
expresan cada minuto como media + S.E.M.

Los resultados obtenidos en estas condiciones muestran que el 6-Bnz 1 mM aumenta
considerablemente el volumen luminal relativo de los conductos pancredticos con respecto al
control; sin embargo, este incremento no es sostenido, ya que se puede observar una marcada
reduccion en su pendiente en los (ltimos 5 minutos del experimento (Figura 27). El andlisis de
las tasas secretoras confirma el mismo efecto, es decir, la secrecién de fluido en respuesta a
6-Bnz 1 mM en los periodos 25-30" y 35'-40' es significativamente mds alta que la obtenida al
perfundir los conductos en ausencia del andlogo, alcanzdndose tasas secretoras del orden de

80 pl-minmm, bastante cercanas a las que se pueden obtener tras la estimulacién con
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forskolina. Ademds, se observa que los valores de secrecidn en el Gltimo periodo (35'-40") son

netamente menores que en el anterior (25'-30") (Figura 28).

150 q
. 1 [ Control
‘£ 1254 MWeBnzimM
.E j
‘_E 100 *x
E -
8 754 Yk
o )
2 504
o
5 )
8 254
(0]
3 )
[ 0
-25- 6-Bnz 1 mM (m)
I Hepes I HCO,~
I T T |
5-10 15-20 25-30 35-40

Periodo (min)

Figura 28. Secrecién estimulada por N°-Benzoil-cAMP 1 mM en conductos pancredticos de
ratones normales. Tasa secretora en conductos pancredticos perfundidos con solucién HCOs™, en
ausencia ([, n=15) o en presencia de 6-Bnz 1 mM (H, n=18). Los valores se han obtenido de los
experimentos mostrados en la figura 27 y se expresan como media = S.E.M. para cada uno de los
periodos de tiempo que se especifican en el eje de ordenadas. Los resultados del test de la t de
Student se muestran como ** P < 0.01 con respecto a los conductos perfundidos en ausencia de
estimulo.

A la vista de estos resultados, parece claro que se necesita una concentracién muy elevada del
agonista selectivo de la PKA para obtener la esperada respuesta secretora en nuestro modelo
experimental; esto hace pensar que, efectivamente, cuando los conductos se perfunden con
concentraciones bajas de 6-Bnz (100 o 200 yM), la permeabilidad de la membrana plasmadtica
para esta molécula es demasiado baja como para que entre en las células en cantidad

suficiente y ejerza sus acciones.

Las condiciones en las que se realizaron estos experimentos, con el flujo de perfusion parado,
presentan algunos inconvenientes. Por ejemplo, a lo largo del tiempo, el tampdn HCO3
presente en la cdmara de perfusion ird perdiendo CO, hacia la atmdsfera, lo que
necesariamente implicard una cierta alcalinizacion del medio y una disminucion de su
concentracion de HCO3™. Tampoco la temperatura es fdcilmente controlable en esta situacion

con nuestro sistema de perfusion. Quiere ello decir que los cambios que se ponen de
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manifiesto al final del experimento, con una apreciable reduccion en la tasa secretora, pueden

ser consecuencia directa de un conjunto de factores incontrolables.

En las mismas condiciones experimentales, la presencia de 8-pCPT 1 mM durante 20 minutos
induce inicialmente un pequefio incremento en el volumen luminal relativo de los conductos
pancredticos con respecto al control, que acaba disminuyendo ligeramente en los dltimos
minutos del experimento (Figura 29). Las tasas secretoras en presencia de este andlogo, en el
periodo 25'-30, alcanzan valores de alrededor de 20 pl-min'1~mm'2, que son significativamente
mayores que cero, segln el test de la t de Student con respecto a la media poblacional; sin
embargo, no encontramos diferencias significativas con respecto al grupo control. La situacion
se invierte en el Ultimo periodo analizado (35'-40'), en el que hay una reabsorcidn neta de
fluido desde el lumen ductular, que también resulta significativamente diferente de cero,
aunque tampoco es significativamente diferente del correspondiente valor en el grupo control
(Figura 30). Esta reabsorcion tiene lugar en el mismo periodo en el que el efecto del 6-Bnz 1
mM estaba ya claramente disminuido, por lo que fambién podria achacarse a la falta de control
de las condiciones experimentales en el protocolo utilizado para analizar los efectos de

elevadas concentraciones de los andlogos del cAMP.
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Figura 29. Secrecion en presencia de 8-pCPT-2'-O-Me-cAMP a la concentracion de 1 mM en
conductos pancredticos de ratones normales. Cambios en el volumen luminal relativo en conductos
perfundidos con solucién HCO3™ en ausencia (O, n=15) o en presencia de 8-pCPT 1 mM (@, n=55). Los
valores se expresan cada minuto como media £ S.E.M.
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Figura 30. Secrecién en presencia de 8-pCPT-2'-O-Me-cAMP 1 mM en conductos pancredticos
de ratones normales. Tasa secretora en conductos pancredticos perfundidos con solucién HCOs™, en
ausencia ([J, n=15) o en presencia de 8-pCPT 1 mM (I, n=55). Los valores se han obtenido de los
experimentos mostrados en la figura 29 y se expresan como media = S.E.M. para cada uno de los
periodos de tiempo que se especifican en el eje de ordenadas. Los resultados del fest de la t de
Student se muestran como # P< 0.05 y ## P« 0.01 respecto a cero.

A diferencia de lo que ocurria con el 6-Bnz, el uso de una concentracion elevada de 8-pCPT (1
mM) no da lugar a una respuesta secretora apreciable. En todo caso, y aunque nuestros
resultados no nos permiten ser concluyentes sobre este asunto, podemos considerar que el
andlogo del Epac seria capaz (nicamente de estimular de forma muy débil la secrecion de
fluido en los conductos pancredticos de ratén. Puesto que la permeabilidad de la membrana
plasmdtica para este compuesto parece ser el factor limitante en nuestros experimentos, el
uso de derivados acetoximetil éster de esta molécula, con mayor capacidad para entrar en las

células, deberia ayudar a resolver esta cuestion en el futuro.

1.2.4. Efectos de la accion conjunta del carbacol y el 8-pCPT-2'-O-Me-cAMP sobre la

secrecion ductular en ratones

En estudios con acinos pancredticos de rata se ha descrito que el andlogo 8-pCPT, por si solo,
no tiene ninglin efecto sobre la respuesta secretora acinar; sin embargo, este agonista si que

potencia el efecto estimulante de concentraciones fisioldgicas del agonista colinérgico
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carbacol, o de ceruleina.®® Tomando como partida estos resultados, quisimos comprobar si el

8-pCPT modifica la respuesta secretora de los conductos estimulados con carbacol.
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Figura 31. Efecto del 8-pCPT-2'-O-Me-cAMP a la concentracién de 100 yM sobre la secrecién
estimulada por carbacol en conductos pancredticos de ratones normales. Cambios en el volumen
luminal relativo en conductos perfundidos con solucién HCO;™ y estimulados con carbacol 30 uM en
ausencia (O, n=39) o en presencia de 8-pCPT 100 uM (®, n=22). Los valores se expresan cada minuto
como media + S.E.M.

El 8-pCPT 100 uM se afiadié al tampon HCO;5™, en su caso, 10 minutos antes de estimular la
secrecion con carbacol 30 yM. Nuestros resultados muestran que la pendiente del incremento
del volumen luminal relativo de los conductos pancredticos estimulados de forma conjunta con
carbacol y 8-pCPT es mayor que la obtenida en presencia Unicamente de carbacol (Figura 31).
Del mismo modo, la tasa secretora maxima alcanzada tras la estimulacién con carbacol, en el
periodo 22'-27', aumenta de forma altamente significativa cuando este agonista se combina

con el andlogo de cAMP selectivo para Epac (Figura 32).

En contraste con la falta de efectos secretores directos del 8-pCPT en los conductos
pancredticos de raton, estos experimentos nos permiten demostrar que la activacién de la
ruta intracelular iniciada por las proteinas Epac tiene como resultado la potenciacion de la
respuesta secretora al carbacol en nuestro modelo. La existencia de fendmenos de

potenciacién entre las rutas intracelulares del cAMP y del Ca®"/PKC se conoce desde hace

135



Resultados y Discusion

200+ *k

o~ [ Carbacol

E [ Carbacol +

E 450  8-pOPT100M

£

E

s

s 1004

F]

o i

O

3

8 504

© x*

L ~1
N =

I Carbacol 30 pM
| Hepes | HCO,- (+ 8pCPT 100 uM, B)

I I I
5-10 156-20 22-27 35-40

Periodo (min)

Figura 32. Efecto del 8-pCPT-2'-O-Me-cAMP 100 yM sobre la secrecién estimulada por
carbacol en conductos pancredticos de ratones normales. Tasa secretora en conductos pancredticos
perfundidos con solucién HCOs™ y estimulados con carbacol 30 pM en ausencia ([J, n=39) o en presencia
de 8-pCPT 100 yM (M, n=22). Los valores se han obtenido de los experimentos mostrados en la figura
31y se expresan como media + S.E.M. para cada uno de los periodos de tiempo que se especifican en el
eje de ordenadas. Los resultados del test de la t de Student se muestran como * P<0.05y ** P<0.01
con respecto a los conductos perfundidos en ausencia de 8-pCPT.

muchos afios,*'® si bien los mecanismos moleculares implicados en estos procesos todavia no se
han aclarado. Tras el descubrimiento de las proteinas Epac como efectores intracelulares del
CAMP, se estd dedicando bastante atencidn a su posible intervencién en las interacciones
entre ambas rutas de sefializacién. Podemos afirmar, a la vista de nuestros resultados, que
existe algln tipo de interaccién entre la ruta de sefializacion activada por el carbacol y la
iniciada con la activacion de las proteinas Epac, de forma similar a lo descrito por Chaudhuri et

al/™ en células acinares pancredticas de rata.

Aungue no estamos ftodavia en condiciones de ofrecer mds datos acerca de cémo tienen lugar
estos procesos en las células ductulares del pdncreas de ratén, hay bastantes trabajos que
relacionan la activacién de Epac con la ruta del Ca? citosdlico libre. Mds en concreto, se ha
descrito, en diversos tipos celulares, acciones de los efectores de Epac sobre los receptores
de rianodina en los depésitos intracelulares de Ca?"172%°318382 5o hq descrito, en células f

pancredticas, que Epac puede modular los receptores de rianodina, e incrementar la liberacion
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de Ca® inducida por Ca®";'"'172 un fenédmeno de este tipo podria explicar la potenciacién de la

respuesta al carbacol cuando simultdneamente se activa a Epac.

Que este fenémeno de potenciacion se ponga de manifiesto en experimentos en los que
utilizamos 8-pCPT a la concentracién de 100 yM, con la que no habiamos observado ninguna
respuesta secretora, puede indicar que basta con una activacion muy moderada de Epac para

que se produzca una potenciacién significativa de las acciones estimulantes del carbacol.

2. ESTUDIOS EN ACINOS PANCREATICOS AISLADOS DE RATONES
NORMALES Y CF

En la especie humana, la fibrosis quistica provoca la falta de secrecion de fluido y electrolitos
por parte de las células ductulares y, secundariamente, graves alteraciones en el
funcionamiento de las células acinares pancredticas. Como hemos descrito anteriormente, los
conductos pancredticos de ratones CF mantienen una secrecion residual, lo que podria prevenir
las alteraciones patoldgicas en el pdncreas. Con el fin de evaluar la funcionalidad de las células
acinares en este modelo de ratén, hemos analizado la secrecién enzimdtica y los cambios en la
concentracion de calcio citosélico libre, en respuesta a CCK-8 o carbacol, en acinos

pancredticos aislados.

2.1. Anadlisis de la secrecion de amilasas

La secrecidn de amilasas se analizé en acinos pancredticos aislados, de ratones normales y CF,
incubados en ausencia de estimulo o en presencia de distintas concentraciones de CCK-8 o

carbacol, siguiendo el método descrito en el apartado de Materiales y Métodos.

Nuestros resultados muestran que la tasa de secrecién de amilasas en respuesta a las
distintas concentraciones de CCK-8 y de carbacol es mayor que la obtenida en situacion basal
(Figuras 33 y 34). En la respuesta a CCK-8, no encontramos la tipica curva bifdsica que

caracteriza a la respuesta secretora de los acinos de rata, fras su exposicion a
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Figura 33. Respuesta secretora a CCK-8 en acinos pancredticos aislados de ratones normales y
CF. Secrecidn de amilasas en situacidn basal y tras la estimulacién con concentraciones crecientes de
CCK-8 en acinos aislados de ratones normales (O, n=13) y de ratones CF (®, n=11). Los valores son la
media + S.E.M. y se expresan como porcentaje de amilasas secretadas con respecto al contenido total
de estas enzimas en los acinos. Los resultados del test de la t de Student se muestran como * P< 0.05
y ** P<0.01 con respecto la secrecidn en acinos de ratones normales.
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Figura 34. Respuesta secretora a carbacol en acinos pancredticos aislados de ratones normales y
CF. Secrecidn de amilasas en situacion basal y tras la estimulacién con concentraciones crecientes de
carbacol en acinos aislados de ratones normales (O, n=15) y de ratones CF (®, n=14). Los valores son la
media £ S.E.M. y se expresan como porcentaje de amilasas secretadas con respecto al contenido total
de estas enzimas en los acinos. Los resultados del test de la t de Student se muestran como * P< 0.05
y ** P<0.01 con respecto la secrecién en acinos de ratones normales.
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concentraciones crecientes de CCK-8'% (Figura 33); sin embargo, si encontramos dicho perfil
en la respuesta a carbacol (Figura 34). En cualquier caso, ambos secretagogos estimulan la

secrecion acinar, tfanto de ratones normales como de ratones CF (Figuras 33 y 34).

Al comparar los resultados obtenidos en los dos grupos de animales, comprobamos que la
secrecion basal de amilasas en acinos de ratones CF es significativamente menor que la
obtenida para acinos de ratones normales. Ademds, la respuesta secretora observada tras la
estimulacion, tanto con CCK-8 como con carbacol, es también menor en estos animales (Figuras
33 y 34). Estas diferencias son significativas para la mayor parte de las concentraciones de

secretagogo utilizadas (Figuras 33 y 34).

En la especie humana, la fibrosis quistica suele llevar asociados fendmenos de destruccién del
tejido acinar pancredtico, con el consiguiente desarrollo de insuficiencia pancredtica.?®! Estas
alteraciones se han interpretado cldsicamente como acontecimientos secundarios a la falta de
secrecidn hidroelectrolitica en el componente ductular del pdncreas exocrino.’*® Sin embargo,
el descubrimiento de que las células acinares del pdncreas del conejo expresan la proteina
CFTR,®! observacién que se ha comprobado también en ratas y ratones, especies en las que
ademds se ha localizado esta proteina en la membrana luminal de las células acinares, permiten
postular la existencia de un efecto directo de la falta de este canal anidnico sobre la

secrecién enzimdtica.3®

Como hemos revisado en el apartado de Introduccion, los diferentes modelos de ratones CF
muestran una considerable variabilidad en cuanto a sus manifestaciones fenotipicas.’** Hasta
la fecha, nadie ha estudiado la funcionalidad de las células acinares en la cepa Cftr™icem,
utilizada en nuestro trabajo; sin embargo, si que se han realizado estudios en los que se ha
analizado la secrecién enzimdtica en acinos pancredticos aislados de animales de la cepa
Cftr™Y" en los que no se ha observado ninguna modificacién significativa en la respuesta
secretora a diferentes agonistas.”***3%? En otras cepas de ratones CF se ha observado atrofia

130,249

acinar progresiva a medida que aumentaba la edad de los animales, cosa que ho ocurre en

tml1Cam 269

la cepa Cftr

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo demuestran que la secrecion de amilasas, tanto

en situacion basal como en respuesta a CCK-8 y carbacol, se reduce de forma significativa en
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los acinos de ratones CF, lo que indica que hay alteraciones derivadas de la falta de CFTR que,

sin embargo, no llegan a provocar manifestaciones patoldgicas en el pdncreas de estos

/94 tmlUnc

animales. Freedman et a/”" han descrito que, en ratones Cftr , la secrecién reducida de
HCOj3™ provoca la acidificacion y dilatacién del lumen acinar, por alteraciones en los procesos
de endocitosis, necesarios para la adecuada recirculacién de las membranas celulares. No
parece probable que esta sea la causa de nuestros resultados, por al menos tres motivos. En
primer lugar, estas alteraciones en la endocitosis se observaron en un trabajo en el que,

miUnc 1o habia

simultdneamente, se observé que, en los acinos pancredticos de ratones Cftr
cambios significativos en la secrecién enzimdtica.”* En segundo lugar, hemos podido comprobar
que en nuestros animales se mantiene una secrecién considerable de HCO3", que no seria
compatible con una disminucidn significativa del pH del contenido del drbol ductal. Por dltimo,

tm1Cam

en la cepa Cftr no se observa la dilatacién del lumen de los acinos que caracteriza a la

Cf.rr.‘rmIUnc 93,269

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, creemos que la interpretacion de nuestros
resultados en los acinos pancredticos aislados de ratones CF debe centrarse mds bien en
modificaciones directas de la funcionalidad de las células acinares como consecuencia de la
falta de CFTR. En definitiva, observamos, en la secrecién de enzimas del componente acinar
del pdncreas exocrino de nuestros ratones CF, resultados similares a los obtenidos en la
secrecién ductular: ambas secreciones estdn significativamente reducidas con respecto a la de
animales normales, pero se mantiene en ambos casos una capacidad secretora considerable,
que podria explicar la casi total ausencia de manifestaciones patoldgicas en el pdncreas de

estos animales.

2.2. Medida de la concentracion de calcio citosédlico libre

El incremento en la concentracién de Ca® citosdlico libre es un acontecimiento clave en los
procesos de sefializacion intracelular activados por la CCK y por el carbacol, que finalmente
provocan la liberacién de enzimas, por exocitosis, en las células acinares pancredticas. A la
vista de la disminucion significativa en la secrecion de amilasas que hemos observado en los
acinos procedentes de ratones CF, hemos realizado, en esta misma preparacion experimental,

estudios de medida de la concentracion de calcio citosélico libre, en respuesta a distintas
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concentraciones de CCK-8 y carbacol, con el fin de investigar si los cambios secretores son

consecuencia de alteraciones en esta ruta de sefializacién.

En las Figuras 35 y 36 se muestran algunos registros representativos de la [Ca®]. a lo largo
del tiempo, obtenidos para acinos pancredticos de ratones normales y CF en respuesta a la
estimulacién con CCK-8 100 pM y 1 nM, (Figura 35) y con carbacol 1 pM y 10 uM (Figura 36).
En todos los casos se puede observar el tipico perfil de la respuesta de este pardmetro,
consistente en un rdpido y marcado incremento de la [Ca®]. inmediatamente después de
aplicar el estimulo correspondiente y, a partir del pico mdximo, una disminucion gradual en los
niveles de Ca®* citosélico libre, que en todo caso se mantienen por encima de los basales hasta

el final del experimento.
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Figura 35. Concentracidon de calcio citosélico libre tras la estimulacion con CCK-8 en acinos
pancredticos aislados de ratones normales y CF. Registros representativos de la concentracién de
calcio citosélico libre (nM) en respuesta a CCK-8 100 pM (Ay B) y 1 nM (C y D) en acinos pancredticos
aislados de ratones normales (A y C) y ratones CF (B y D).
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Figura 36. Concentraciéon de calcio citosélico libre tras la estimulacién con carbacol en acinos
pancredticos aislados de ratones normales y CF. Registros representativos de la concentracién de
calcio citosélico libre (M) en respuesta a carbacol 1 uM (A 'y B) y 10 uM (C y D) en acinos pancredticos
aislados de ratones normales (A y C) y ratones CF (B y D).

Para el andlisis de los datos, los valores de [Ca®']. obtenidos en los experimentos se agruparon
por periodos representativos (basal, estimulo y minuto 1 al 5 después del estimulo) (Figuras 37
y 38). Observamos que tanto los niveles de calcio citosdlico libre basal como los obtenidos tras
la estimulacion con CCK-8 (a las concentraciones de 100 pM y 1 nM) son similares en los acinos
de ratones normales y CF, y no encontramos diferencias significativas entre los dos grupos en

ninguno de los periodos analizados (Figura 37).

Obtuvimos resultados similares cuando se utilizé carbacol 10 yM como estimulo (Figura 38).
Unicamente aparecieron diferencias significativas entre ratones normales y CF tras la
administracion de carbacol 1 uM, concretamente en el periodo posterior al estimulo (minutos 2
al 4). En este caso, los valores de [Ca*']. fueron significativamente menores en los acinos

procedentes de animales carentes de CFTR (Figura 38).
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Figura 37. Concentracién de calcio citosélico libre tras la estimulacién con CCK-8 en acinos
pancredticos aislados de ratones normales y CF. Niveles de calcio citosdlico libre (nM) en acinos de
ratones normales ([J) y CF (H) en situacién basal y en respuesta a CCK-8 a las concentraciones de 100
pM (A, 0 n=8; @ n=7) y 1 nM (B, LI n=9; @ n=7). Los valores son medias + S.E.M. de los obtenidos en
los diferentes periodos analizados: basal, estimulo y minutos 1-5.

Nuestros resultados demuestran que la [Ca®']. en los acinos pancredticos de ratones CF es
similar a la de ratones normales, tanto en situacién basal como tras la estimulacién con CCK-8
o carbacol. Sin embargo, como ya hemos descrito, si que hemos encontrado una menor
secrecion de amilasas en los acinos de ratones CF tras la estimulacion con estos secretagogos.
La ausencia de alteraciones significativas en la sefial de Ca®* indica que la falta de CFTR no
afecta a esta via de sefializacion en las células acinares pancredticas. No hemos encontrado en
la bibliografia ningln estudio en el que se investigue la situacion funcional de esta ruta

intracelular en acinos de animales carentes de CFTR; en cualquier caso, nuestros resultados
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indican claramente que las alteraciones en la secrecion enzimdtica deben estar mediadas por
algdin acontecimiento posterior a la elevacién de los niveles de Ca?* citosélico tras la exposicién

al agonista.
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Figura 38. Concentracién de calcio citosélico libre tras la estimulacién con carbacol en acinos
pancredticos aislados de ratones normales y CF. Niveles de calcio citosdlico libre (nM) en acinos de
ratones normales ([J]) y ratones CF (M) en situacién basal y en respuesta a carbacol, a las
concentraciones de 1 pM (A, [ n=9; @ n=6) y 10 uM (B, ] n=9; M n=7). Los valores son medias + S.E.M.
de los obtenidos en los diferentes periodos analizados: basal, estimulo y minutos 1-5. Los resultados
del test de la t de Student se muestran como * P< 0.05 y ** P< 0.01 con respecto a los niveles de
calcio citosélico libre en acinos de ratones normales.
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3. ANALISIS ELECTROFISIOLOGICO DE LAS CORRIENTES
ANIONICAS EN CELULAS DUCTULARES DE RATONES NORMALES Y CF

Estos estudios deben ser considerados como un intento preliminar de caracterizar los cambios
inducidos por agonistas de la secrecion en la conductancia anidnica de las células ductulares de
ratones normales y CF, con el fin de avanzar en la caracterizacion de los mecanismos que
hacen posible que, en conductos pancredticos de ratones CF, se mantenga una secrecion
significativa de fluido y electrolitos a pesar de la falta de CFTR. Por definicién, y teniendo en
cuenta que la mayoria de la secrecién de cationes tiene lugar por via paracelular,® el
mecanismo responsable de esta secrecion residual en ausencia de CFTR debe ser
electrogénico, pues, de no ser asi, no podria mantener una secrecion neta hacia el lumen
ductular. Los resultados previos de nuestro grupo de investigacion han puesto de manifiesto
que la secrecion que se mantiene en conductos pancredticos de ratones CF ho depende,
obviamente, de la accién de CFTR, ausente en estos animales, pero tampoco de la activacién de
canales de CI” dependientes de Ca®.?® Asi pues, debemos pensar en la participacién de un
transportador de membrana diferente a estos, cuya actividad, al tratarse de un mecanismo

electrogénico, se podria detectar por técnicas electrofisioldgicas.

En las células ductulares pancredticas se ha descrito la existencia de al menos tres tipos de
canales anidnicos diferentes. En primer lugar, utilizando la configuracién de canal aislado de la
técnica de patch-clamp, se descubrié que, en la rata, estas células expresan un canal de baja
conductancia, que se activa por efecto de la secretina, y que fue identificado como el CFTR
La expresion de este canal anidnico en la membrana apical de las células de los conductos
pancredticos se ha demostrado en todas aquellas especies en las que se ha investigado.??® En
segundo lugar, se identificé, utilizando células procedentes de ratones CF, la presencia de
canales de CI” dependientes de Ca®" (CACC), que también se han localizado en la membrana
apical.'™® Por (ltimo, en 1995 Verdon et a/>*®! describieron la presencia, en células ductulares
del pdncreas de la rata, de canales de CI” dependientes de volumen (VACC), que hasta la fecha
no se han localizado en ninguna porcién concreta de la membrana, y cuyo papel fisioldgico, en

un epitelio encargado de la secrecién de un fluido isoténico, resulta enigmdtico.
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En nuestros experimentos hemos utilizado un total de 25 células ductulares pancredticas
procedentes de ratones normales y 20 de ratones CF. El reducido tamafio de muestra, junto al
hecho de que en un porcentaje importante de estas células (superior al 50%) no hubiese
ningln tipo de cambio eléctrico tras la exposicidén a los agonistas, son la causa de que estos
resultados se muestren como registros representativos de corrientes idnicas en células
individuales y de que no se haya realizado andlisis estadistico de los resultados obtenidos. La
observacion de que muchas de estas células no respondiesen a la estimulacion con los agonistas

confirma los resultados descritos por Gray et a/™*

quienes encontraron que un 41% de las
células ductulares de la rata no mostraban ningin tipo de respuesta electrofisioldgica a la

elevacién del cAMP.

El tamafio de las células, medido automdticamente por el amplificador de patch-clamp, fue de
5.63 + 0.35 pF en el grupo normal y de 6.20 + 0.45 pF en el grupo CF; las diferencias entre

estos valores no resultaron estadisticamente significativas.

3.1. Corrientes anionicas estimuladas por forskolina + IBMX o por

carbacol en células de ratones normales

La perfusién de células procedentes de ratones normales con forskolina 10 yM + IBMX 200
UM provocd, en algunas de ellas, la activacion de una conductancia anidnica (Figura 39B), a
partir de una situacion basal en la que apenas habia corrientes eléctricas en respuesta a los
pulsos de voltaje (Figura 39A). El perfil de las corrientes activadas en estas condiciones no
mostré ningln fenémeno de activacién o inactivacién, ni a potenciales despolarizantes ni
hiperpolarizantes (Figura 39B). La relacién I/V para estas corrientes (Figura 39C) mostré un
potencial de reversion muy cercano al valor predicho por la ecuacion de Nernst para el
potencial de equilibrio del CI" en nuestras condiciones experimentales (-45.92 mV), lo que
indica que estas corrientes estdn provocadas por el flujo de este anién a través de la
membrana. Por otra parte, la relacion I/V mostré una ligera rectificacion hacia fuera en los
potenciales mds despolarizantes. Todas estas caracteristicas de la conductancia permiten

adscribirla a la activacién de los canales CFTR.!*
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Figura 39. Efecto de la forskolina e IBMX sobre las corrientes de CI" en una célula ductular
pancredtica de un ratén normal. Perfil de las corrientes de CI” en una célula ductular: (A) en
situacién basal, y (B) tras la estimulacién con forskolina 10 pM + IBMX 200 pM. (C) Relacién I/V de las
corrientes mostradas en A y B. La célula se mantuvo a un potencial de -45 mV y recibié 11 pulsos de
voltaje, de 500 ms de duracién, desde -110 mV hasta 90 mV, a intervalos de 20 mV. Los datos de
corriente eléctrica representados en C se obtuvieron como la media de los valores, para cada pulso de
voltaje, en los dltimos 150 ms del mismo, que se corresponden con el periodo 650-800 ms en el eje de
ordenadas de A (O)y B (®).

En células de ratones normales estimuladas con carbacol 30 yM pudimos observar también la
activacion de corrientes anidnicas (Figura 40). En este caso, el perfil de las corrientes fue
completamente diferente, pues mostré una fuerte activacién a potenciales despolarizantes
(Figura 40B). Ademds, esta conductancia se inhibié casi por completo tras la adicion de
H,DIDS 500 yM al medio de perfusién (Figura 40C). La relacién I/V (Figura 40D) mostré una
fuerte rectificacion hacia fuera, con un potencial de reversién del orden de -45 mV,
indicando, también en este caso, una selectividad casi absoluta para el CI". Las caracteristicas
de esta conductancia anidnica son compatibles con la activacion de los canales de CI°
dependientes de Ca® (CACC)## como consecuencia de la elevacién de la [Ca®]. tras la

estimulacién con carbacol 2°6149.2%6
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Figura 40. Efecto del carbacol sobre las corrientes de CI en una célula ductular pancredtica de
un ratén normal. Perfil de las corrientes de CI” en una célula ductular: (A) en situacién basal, (B) tras
la estimulacidn con carbacol 30 pM, y (C) tras la estimulacién con carbacol 30 yM en presencia de
H.DIDS 500 pM. (D) Relaciéh I/V de las corrientes mostradas en A, By C. La célula se mantuvo a un
potencial de -45 mV y recibié 11 pulsos de voltaje, de 500 ms de duracién, desde -110 mV hasta 90 mV,
a intervalos de 20 mV. Los datos de corriente eléctrica representados en D se obtuvieron como la
media de los valores, para cada pulso de voltaje, en los Gltimos 150 ms del mismo, que se corresponden
con el periodo 650-800 ms en el eje de ordenadas de A (O), B (@) y C (m).

La activacion del CFTR como consecuencia de su fosforilacién por la PKA se conoce desde hace
mucho tiempo® y, de hecho, se considera que es el fenémeno clave para la puesta en marcha
de los procesos secretores en las células ductulares pancredticas.**® Por su parte, los CACC
parecen estar implicados en la respuesta secretora a agonistas que elevan la concentracion de
Ca® citosélico, cumpliendo en este caso un papel similar al del CFTR, es decir, incrementando

la conductancia al €I de la membrana luminal y activando asf todo el proceso secretor. 3?8
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3.2. Corrientes anionicas estimuladas por forskolina + IBMX o por

carbacol en células de ratones CF

La estimulacién de las células ductulares pancredticas procedentes de ratones CF con carbacol

30 pM indujo, en algunas de ellas, la activacion de corrientes aniénicas con caracteristicas

idénticas a las descritas en células de ratones normales (Figura 41). También en este caso se

puede observar una fuerte activacion a potenciales despolarizantes (Figura 41B), sensibilidad

a H,DIDS (Figura 41C), y una relacién I/V (Figura 41D) con fuerte rectificacion hacia fuera y

con un potencial de reversién cercano a -45 mV. Todo ello, de nuevo, indica que el carbacol ha

provocado la activacidn de los CACC en estas células.

pPA

pA

800+
600+
4004

2004

-200+

-400-

800+

600+

400+

200+

-2004

-400-

A-cF

7 Basal

S

y T
0 200

T T T T
400 600 800 1000

Tiempo (ms)
C-cF
Carbacol 30 pM
H,DIDS 500 uM
T T T T T T
0 200 400 600 800 1000

Tiempo (ms)

pA

8071B . cr
| carbacol 30 uM
600

400

2004

P

7

v T
0 200

D-cF

O Basal
@ Carbacol 30 uM

8 Carbacol 30 uM
+ H,DIDS 500 pM

-110 90 -70 -50

T T T T T M
400 600 800 1000
Tiempo (ms)

500
pPA
400
300-]

200

100

30 -10]10 30 50 70 90
mv

-100-

Figura 41. Efecto del carbacol sobre las corrientes de CI” en una célula ductular pancredtica de

un ratén CF. Perfil de las corrientes de CI" en una célula ductular: (A) en situacién basal, (B) tras la

estimulacién con carbacol 30 M, y (C) tras la estimulacién con carbacol 30 pyM en presencia de
H.DIDS 500 uM. (D) Relacién I/V de las corrientes mostradas en A, By C. La célula se mantuvo a un
potencial de -45 mV y recibié 11 pulsos de voltaje, de 500 ms de duracién, desde -110 mV hasta 90 mV,
a intervalos de 20 mV. Los datos de corriente eléctrica representados en D se obtuvieron como la

media de los valores, para cada pulso de voltaje, en los dltimos 150 ms del mismo, que se corresponden
con el periodo 650-800 ms en el eje de ordenadas de A (O), B (@) y C (m).
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Como ya hemos mencionado, la expresién de los CACC en los conductos pancredticos se
describié por primera vez precisamente en células procedentes de ratones CF."® De hecho, y
como ya se ha revisado en un apartado anterior de este trabajo, durante algin tiempo se
pensé que la actividad de estos canales, en las células ductulares de esta especie, podria
explicar la falta de alteraciones en el pdncreas de los animales CF,*®” aunque esta idea estd ya
prdcticamente abandonada.?*®*”® En todo caso, estos canales estdn presentes en la membrana

luminal de las células ductulares pancredticas del ratén y de otras especies,®!”

incluyendo a la
humana,*”® y participan activamente en los procesos secretores estimulados por agonistas que

utilizan la via del Ca®".
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Figura 42. Efecto de la forskolina e IBMX sobre las corrientes de CI" en una célula ductular
pancredtica de un ratén CF. Perfil de las corrientes de CI” en una célula ductular: (A) en situacién
basal, (B) tras la estimulacién con forskolina 10 yM + IBMX 200 pM y (C) tras la estimulacién con
forskolina 10 pM + IBMX 200 pM en presencia de H.DIDS 500 pM. (D) Relacién I/V de las corrientes
mostradas en A, By C. La célula se mantuvo a un potencial de -45 mV y recibié 11 pulsos de voltaje, de
500 ms de duracién, desde -110 mV hasta 90 mV, a intervalos de 20 mV. Los datos de corriente
eléctrica representados en D se obtuvieron como la media de los valores, para cada pulso de voltaje, en
los Ultimos 150 ms del mismo, que se corresponden con el periodo 650-800 ms en el eje de ordenadas
de A (0), B (®)y C(m).
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La mayoria de las células de ratones CF que fueron perfundidas con forskolina 10 uM + IBMX
200 pM no mostroé ningln tipo de respuesta desde el punto de vista de la activacion de canales
anidnicos, manteniéndose el perfil de las corrientes muy similar al obtenido en situacion basal
a pesar de la presencia del estimulo. Obviamente, no observamos corrientes compatibles con la
activacion de CFTR en ninguna de estas células, en las que esta proteina no estd presente, ni
siquiera de forma residual.**® En dos de las células, sin embargo, si que pudimos observar la
activacion de corrientes aniénicas tras la estimulacion con estas sustancias. Los resultados
obtenidos en una de ellas se muestran en la Figura 42, en la que se puede observar que, a
partir de la situacién basal (Figura 42A), se activan corrientes anidnicas, con un perfil
diferente al de CFTR y al de CACC (Figura 42B): en este caso se puede apreciar la presencia
de fendmenos de inactivacién moderada de las corrientes a potenciales hiperpolarizantes,
mientras que hay activacién, también moderada, a potenciales despolarizantes. En esta célula
se comprobd también la sensibilidad de esta conductancia anidnica al H.DIDS 500 uM, que
funcioné como un potente bloqueante de las corrientes activadas en presencia de forskolina e
IBMX (Figura 42C). La relacién I/V muestra una clara rectificacién hacia fuera, pero no tan
intensa como la observada al activar los CACC, y una selectividad para el CI” muy elevada, pues

el potencial de reversion es del orden de -45 mV (Figura 42D).

Puesto que algunas de las caracteristicas de esta conductancia aniénica son relativamente
similares a las de los CACC, y con el fin de resaltar sus diferencias, hemos analizado la
relacién I/V, normalizada segin el tamafio de las células correspondientes (densidad de la
corriente, pA-pF™), calculada a partir de los valores de corriente seleccionados
inmediatamente después de iniciarse cada pulso de voltaje, obtenidos de los registros
mostrados en las Figuras 41B (CACC) y 42B (conductancia desconocida) (Figura 43). En esta
grdfica se puede apreciar que, al iniciar los pulsos de voltaje, antes de desarrollarse por
completo los fendmenos de activacién o inactivacion que caracterizan al perfil de estas
corrientes, la relacion I/V de los CACC muestra ya una fuerte rectificacién hacia fuera,
mientras que la relacién I/V de la conductancia desconocida es casi lineal, con solo una muy
ligera rectificacién. Las mayores diferencias entre ambas conductancias se pueden apreciar a
potenciales hiperpolarizantes (salida de CI” de la célula), en los que la densidad de la corriente
activada es netamente mayor, en términos absolutos, en la conductancia desconocida que en

los CACC.
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Figura 43. Relacién I/V tras la estimulacién con carbacol 30 yM o con forskolina 10 yM + IBMX
200 pM en células ductulares pancredticas de ratones CF. Los valores se han obtenido de los
experimentos mostrados en las figuras 41B y 42B. La densidad de la corriente (pA-pF™) se obtuvo
calculando las medias de las corrientes de CI” en el periodo 50-200 ms de cada pulso de voltaje (350-
500 ms en el eje de ordenadas de las figuras 41B y 42B) y normalizdndolas con respecto al tamafio de
cada célula, 6.7 pF en 41B (O, "CACC") y 3.6 pF en 42B (@, "Desconocido”).

Las caracteristicas biofisicas de las corrientes activadas por la elevacién del cAMP, en algunas
de las células ductulares procedentes de ratones CF, no se corresponden con ninguno de los
tipos de canales anidnicos descritos hasta el momento en este tipo celular. Los canales de CI”
dependientes de volumen (VACC) muestran rectificacion hacia fuera y se pueden bloquear con
H,DIDS pero, en contraste con la activacion a potenciales despolarizantes que hemos
observado en nuestros experimentos, los VACC se caracterizan por presentar inactivacién de
las corrientes a estos valores de potencial de membrana;*®! por otra parte, como ya hemos
mencionado, la eventual contribucién de los VACC a los procesos secretores es mds que

dudosa.

Nuestra principal hipdtesis para explicar el mecanismo por el que las células ductulares del
raton pueden mantener una secrecién significativa en respuesta a la forskolina es la
intervencién del intercambiador anidnico electrogénico luminal, el SLC26A6.2*° La
estequiometria 2HCO;:1CI" de este transportador implica la secrecién neta de un anién hacia
el lumen ductular; ademds, dado que la especificidad del SLC26A6 para los aniones es baja,
este transportador podria funcionar, en ausencia de HCO5™, como un intercambiador 2CI7/1CI,
lo que también podria explicar la secrecion de CI” que se mantiene en los conductos de ratones

CF.?® Aunque es un tema bastante controvertido,®® se ha descrito que el SLC26A6 humano y
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el de ratén difieren en su estequiometria, de manera que el humano funcionaria como un
intercambiador electroneutro.> Esto podria explicar la diferente gravedad de las
manifestaciones de la fibrosis quistica en el pancreas humano y el de ratén. Alternativamente,
si el SLC26A6 humano es también electrogénico, como defienden algunos autores,® podriamos
estar en presencia de alglin fenémeno adaptativo, ante la falta de CFTR, que implicase una
mayor expresion de este intercambiador en el ratén, fendmeno que no se manifestaria en la

especie humana.

La electrogenicidad de este intercambiador aniénico hace posible la deteccién de su actividad
por métodos electrofisioldgicos. En nuestras condiciones experimentales, en ausencia de
HCO;5™ en el medio de perfusion, el SLC26A6 estaria funcionando como un intercambiador
2CI'/1CI', es decir, mediando la salida neta de un ion CI” a través de la membrana luminal. Un
dato que permite apoyar la hipdtesis de que las corrientes anidhicas que hemos detectado
estdn mediadas por la actividad del SLC26A6 es que este transportador es sensible a
H.DIDS,**° y hemos podido comprobar que este bloqueante reduce de forma muy marcada las
corrientes anidnicas activadas por la elevacion del cAMP en las células de ratones CF. Sin
embargo, la sensibilidad al H,DIDS no es una prueba definitiva, ya que esta sustancia es capaz
de afectar a la funcion de muchos otros transportadores y canales anidnicos, incluyendo al

menos al pNBCl,154 los AE 2% los CACC '* y los VACC 3!

No hemos encontrado en la bibliografia ningin trabajo en el que se analicen, por técnicas de
patch-clamp, las corrientes mediadas por SLC26A6 en tejidos nativos. En 2002, Ko et a/'®
midieron las corrientes eléctricas mediadas por SLC26A6 expresado en oocitos de Xenopus,
usando técnicas de vo/tage-clamp. Sus resultados muestran un perfil de las corrientes
caracterizado por una ligera inactivacién, tanto a potenciales despolarizantes como
hiperpolarizantes, mientras que la relacién I/V no mostré fendmenos de rectificacion
apreciables. Salvando las diferencias entre ambas técnicas experimentales, algunas de las

caracteristicas de estas corrientes son similares a las observadas en nuestros experimentos,

muy especialmente cuando sometemos a las células a un pulso de voltaje hiperpolarizante.

Si las corrientes activadas por la forskolina y el IBMX en las células ductulares de ratones CF
estuviesen mediadas por SLC26A6, tendriamos todavia que explicar la activacion de este

cotransportador tras la elevacion del cAMP; como ya hemos mencionado, parece admitido que
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el SLC26A6 puede activarse por esta via de sefializacién, aunque este efecto es, en todo caso,
secundario a la fosforilacién y activacién del CFTR.®8 No disponemos de ninguna informacién
acerca de cémo puede producirse la activacion de este intercambiador aniénico por el cCAMP en

ausencia de CFTR.

Lamentablemente, llegados a este punto, la falta de financiacién para esta linea de
investigacion hizo que nos resultase inevitable interrumpirla, lo que implicé la eliminacion de la

colonia de ratones Cftr™“™ de nuestras instalaciones.

4. FUNCIONALIDAD DE LOS CONDUCTOS PANCREATICOS DE RATA
EN LA PANCREATITIS AGUDA EXPERIMENTAL

4.1. Control histoldgico de la gravedad de la pancreatitis aguda

4.1.1. Cambios histologicos durante la pancreatitis aguda inducida por taurocolato

Las alteraciones histoldgicas producidas como consecuencia de la pancreatitis aguda fueron
analizadas en pdncreas de ratas tras la infusion retrégrada, a través del conducto

pancredtico, de taurocolato sédico (grupo pancreatitis) o solucién salina (grupo control).

En la Figura 44 se muestran cuatro imdgenes (A-D) de secciones de pdncreas, tefiidas con
hematoxilina-eosina, de una rata con pancreatitis aguda (C y D) y de su correspondiente

control (A'y B).

La morfologia del pdncreas de rata control (Figura 44A) es la tipica de la gldndula y presenta
un tejido homogéneo. Los acinos muestran una estructura normal, con células que conservan su
polaridad y sus limites intactos. Los conductos pancredticos de estos animales (Figura 44B)
tampoco presentan anomalias, observdndose con claridad su pared, un epitelio cubico

monoestratificado, rodeado de tejido conjuntivo, con una morfologia organizada.
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Figura 44. Alteraciones histologicas del pdncreas en el modelo experimental de pancreatitis

aguda inducida por taurocolato sédico. Secciones de pdncreas, obtenidas de ratas a las que se les
infundié solucién salina (A y B) o taurocolato sédico (C y D) a través del conducto pancredtico, tefiidas
con el método de hematoxilina-eosina. Imagen A (x100): acinos pancredticos de rata control. Imagen
B (x200): conducto pancredtico de rata control (flecha negra) junto a un vaso sanguineo (flecha azul).
Imagen C (x100): acinhos pancredticos de rata del grupo pancreatitis. Se observa una zona donde los
acinos mantienen su morfologia normal (flecha negra) y otra zona donde existe una desorganizacion
importante del tejido acinar (flecha azul). Imagen D (x200): Conducto pancredtico de rata del grupo
pancreatitis (flecha negra) rodeado de fibras de coldgeno (*).

La infusién de taurocolato a través del conducto pancredtico de la rata produce alteraciones
histolégicas importantes (Figura 44, C y D), mds evidentes en determinadas zonas del
pdncreas. En la imagen 44 C se observa una regién de la gldndula en la que los acinos conservan
una morfologia normal, similar a la de los animales controles; sin embargo, en otra zona
aparecen alteraciones importantes en la estructura y organizacion de los acinos, que pierden
su polaridad y sus limites celulares. Los conductos (nicamente aparecen en las zonas del
pdncreas que presentan una estructura menos alterada. En estos conductos se observa una
desorganizacién celular del epitelio y una acumulacion de tejido conjuntivo, formado

posiblemente por fibras de coldgeno, alrededor de ellos (Figura 44D).
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Los cambios histoldgicos que hemos observado en las ratas sometidas a la infusién retrégrada
de taurocolato sédico en el conducto biliopancredtico son similares a los descritos por nuestro

52,194

grupo de investigacién'® y por otros autores, y confirman el establecimiento de una

pancreatitis aguda necrohemorrdgica en estos animales.

4.1.2. Cambios histologicos durante la pancreatitis aguda inducida por ceruleina y

L-arginina

Las alteraciones histoldgicas del pdncreas se analizaron también en ratas a las que se indujo
pancreatitis aguda mediante hiperestimulacién con ceruleina o por la administracién de
L-arginina, y en sus correspondientes controles. Los pdncreas de los animales controles de
estos grupos no presentan ninguna alteracidn histolégica significativa, ya que, como cabia
esperar, la inyeccion subcutdnea o intraperitoneal de un pequefio volumen de NaCl 150 mM no
provoca hingin dafio estructural en la gldndula. Las imdgenes A y B de la Figura 45
corresponden a secciones obtenidas de un animal del grupo control de pancreatitis inducida
por ceruleina, y son representativos de la situacién normal del pdncreas. En la imagen A se
observa que la gldndula de estos animales presenta una morfologia y organizacién acinar tipica,
mientras que en la imagen B se puede apreciar un conducto pancredtico, también con

apariencia normal, junto a vasos sanguineos y rodeado de acinos.

La ceruleina produce una pancreatitis aguda edematosa en la rata y, a nivel histoldgico,
provoca alteraciones en la gldndula. Se observa una infiltracion moderada de leucocitos en el
parénquima pancredtico y la morfologia de algunos acinos aparece alterada, aunque la mayoria
de ellos no presentan diferencias con respecto al control (Figura 45C). Con respecto a los
conductos pancredticos, su morfologia es normal, con un epitelio bien definido y organizado

(Figura 45D).

Los cambios histolégicos que hemos observado en las ratas que fueron sometidas al
tratamiento con ceruleina coinciden con los descritos por diversos autores en este modelo de

pancreatitis aguda experimental.®®#!
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Figura 45. Alteraciones histoldgicas del pancreas en los modelos experimentales de pancreatitis

aguda inducida por hiperestimulacién con ceruleina y por administracién de L-arginina. Secciones
de pdncreas tefiidas con el método de hematoxilina eosina, obtenidas de ratas controles (A y B), con
pancreatitis aguda inducida con ceruleina (C y D) y con pancreatitis aguda inducida con L-arginina (E y
F). Imagen A (x100): acinos pancredticos de rata control. Imagen B (x200): conducto pancredtico de
rata control (flecha negra). Imagen C (x100): acinos pancredticos de rata del grupo pancreatitis
inducida por ceruleina. Se observa una zona del parénquima con una infiltracién moderada de leucocitos
(*) y un conducto pancredtico (flecha negra) junto a vasos sanguineos. Imagen D (x200). Conducto
pancredtico (flecha negra) de rata del grupo pancreatitis inducida por ceruleina en una zona donde se
observa infiltraciéon de leucocitos (*). Imagen E (x100): acinos pancredticos de rata del grupo
pancreatitis inducida por L-arginina. Se observa infiltracién masiva de leucocitos en el parénquima (*) y
una gran desorganizacidon de los acinos (flecha negra). Imagen F (x200). Conducto pancredtico de rata
del grupo pancreatitis inducida por L-arginina (flecha negra) junto a vasos sanguineos (flecha azul). Se
observa acumulacién de una materia eosinéfila en el lumen ductular.
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Las imdgenes E y F de la Figura 45 corresponden a una rata con pancreatitis aguda inducida
por L-arginina, en la que se observa un mayor dafio tisular que en el grupo ceruleina (imdgenes
Cy D). Tras la administracion de L-arginina se produce una pérdida de la integridad acinar y se
forman grandes huecos entre los acinos; ademds, encontramos una infiltracién masiva de
leucocitos en el parénquima pancredtico (Figura 45E). En estos animales los conductos
aparecen rodeados de fibras de coldgeno y, a menudo, su lumen estd lleno de una materia

eosindfila (Figura 45F).

Otros autores, utilizando dosis y pautas de administracién equivalentes de L-arginina, han
descrito alteraciones histoldgicas similares a las observadas en nuestro estudio, en lo que
respecta al dafio en las células acinares y a la respuesta inflamatoria en la gldndula.**>'® Sin
embargo, no hemos encontrado hingln trabajo en el que se describan alteraciones en los
conductos pancredticos semejantes a las que hemos observado en nuestros animales; Kishino
et a/*® describieron la presencia de algunos conductos pancredticos con el lumen dilatado, 72
horas después de la induccién de la pancreatitis, pero no observaron ninglin cambio apreciable
en la estructura del drbol ductal a las 24 horas de la induccién, tiempo equivalente al usado en
nuestro trabajo. La presencia en este modelo experimental de material precipitado en el
interior de los conductos no se ha descrito, que sepamos, hasta el momento; pensamos que

estos aclmulos pueden estar formados por agregados de proteinas procedentes de la

secrecién acinar, de forma similar a lo que se ha descrito en otras patologias.?*?

4.2. Efectos de la pancreatitis aguda inducida por infusion retrograda de
taurocolato sddico en la respuesta secretora de los conductos pancreaticos

de rata

Con el fin de analizar si la funcién ductular pancredtica estd alterada durante la pancreatitis
aguda, hemos analizado la respuesta secretora de los conductos pancredticos aislados de ratas
a las que se indujo pancreatitis aguda mediante la infusién retrégrada de taurocolato sédico a
través del conducto pancredtico (grupo pancreatitis), y hemos comparado esta respuesta con
la de conductos pancredticos aislados de animales a los que se les infundié solucion salina en

las mismas condiciones (grupo control).
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Nuestros resultados muestran que la forskolina, en tampén HEPES o en tampén HCOj;,
produce un incremento en el volumen luminal relativo de los conductos, tanto del grupo
pancreatitis como del grupo control (Figura 46), y que esta respuesta es similar en los dos
grupos. Ademds, se observa que, cuando se cambia el medio de perfusion de HEPES a HCOy’,
en el minuto 25 del experimento, se produce un incremento en la pendiente del volumen luminal
relativo en respuesta a forskolina. Este cambio se produce tanto en los conductos aislados de

ratas control como en los procedentes de animales con pancreatitis.

o Control
® Pancreatitis taurocolato

Volumen luminal relativo

Forskolina 5 pM
Hepes | HCO,-

0] 10 20 30 40
Tiempo (min)

Figura 46. Secrecion estimulada por forskolina en conductos pancredticos de ratas controles y
ratas con pancreatitis aguda inducida por infusién retrégrada de taurocolato sédico a través del
conducto pancredtico. Cambios en el volumen luminal relativo en conductos de ratas del grupo control
(0, n=38) y del grupo pancreatitis (®, n=45), estimulados con forskolina 5 uM en solucién HEPES y en
solucién HCO5". Los valores se expresan cada minuto como media + S.E.M.

Los resultados de las tasas secretoras (Figura 47) confirman los obtenidos en el volumen
luminal relativo. La forskolina estimula la tasa de secrecion, tanto durante la perfusidn con
HEPES como durante la perfusién con HCOj3™, en los conductos de ambos grupos de animales.
El andlisis estadistico de los resultados muestra que no existen diferencias significativas
entre las tasas secretoras alcanzadas por conductos de rata control y con pancreatitis en

respuesta a forskolina a lo largo del experimento.
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Figura 47. Secrecion estimulada por forskolina en conductos pancredticos de ratas controles y
ratas con pancreatitis aguda inducida por infusién retrégrada de taurocolato sédico a través del
conducto pancreédtico. Tasa secretora en conductos de ratas del grupo control (LJ; n=38) y del grupo
pancreatitis (l; n=45), estimulados con forskolina 5 pyM en solucién HEPES y en soluciéh HCO3". Los
valores se han obtenido de los experimentos mostrados en la figura 46 y se expresan como media +
S.E.M. para cada uno de los periodos de tiempo que se especifican en el eje de ordenadas. Los
resultados del test de la + de Student se muestran como ** P< 0.01 con respecto a los conductos de
animales controles.

El modelo de induccion de pancreatitis aguda por infusién retrégrada de sales biliares en el
conducto pancredtico de la rata da lugar a una patologia grave, asociada a una elevada

mortalidad en estos animales.®

Este modelo se caracteriza, ademds, por producir
manifestaciones patoldgicas muy heterogéneas en diferentes porciones de la gldndula
pancredtica. Asi, en las secciones histoldgicas procedentes de animales con pancreatitis,
encontramos zonas con una morfologia prdcticamente normal junto a otras en las que el grado
de desorganizacién del tejido es muy importante (Figura 44). Nuestros resultados demuestran
que la secrecidn ductular no estd alterada en este modelo de pancreatitis; al extraer el
pdncreas de estos animales, encontramos zonas completamente necrosadas, sobre todo en las
cercanias de la desembocadura del conducto biliopancredtico, que tuvieron que ser
descartadas en el procedimiento de obtencion de conductos pancredticos. De este modo, los

conductos aislados de estos animales procedian de las zonas del pdncreas que mantenian una

cierta integridad a pesar de la infusidn retrograda de taurocolato.
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Por otro lado, como hemos revisado en el apartado de Introduccion, parece demostrado que el
taurocolato infundido en el conducto biliopancredtico puede permanecer varias horas en el
pdncreas, pudiendo llegar a alcanzar los conductos mds periféricos.” Cdlculos tedricos han
permitido postular que, durante la pancreatitis por litiasis biliar, la concentracién de sales
biliares en los conductos pancredticos mds proximales, en las cercanias de las células acinares,
puede llegar a ser del orden de 50-100 uM;**° esta concentracién, tras la infusién retrégrada

de taurocolato, deberia ser incluso mayor.

Recientemente, Venglovecz et a/** han descrito que el quenodesoxicolato sédico, a la
concentracion de 100 pM, provoca una hipersecrecién de fluido en conductos pancredticos
aislados de cobaya, mientras que una concentracién mayor (1 mM) inhibe de forma muy
marcada la secrecion ductular. Si asumimos que, tras la infusién retrégrada de taurocolato,
esta sal biliar llega a los conductos interlobulares (los utilizados en este trabajo), estos
efectos, de manifestarse, serian transitorios y no tendrian ninguna consecuencia funcional a
largo plazo, tras el aislamiento y cultivo primario de los conductos. Esta afirmacion deriva del
hecho de que no hemos encontrado ningln tipo de diferencia entre la respuesta secretora de
los conductos pancredticos de ratas con pancreatitis aguda inducida por taurocolato y la de
sus respectivos controles. No podemos descartar, sin embargo, que los conductos pancredticos
de las zonas mds dafiadas del pdncreas, que resultan imposibles de aislar y cultivar con nuestro

protocolo experimental, si que presenten alteraciones importantes.

4.3. Efectos de la pancreatitis aguda inducida por L-arginina en la

respuesta secretora de los conductos pancredticos de rata

Con el fin de comprobar el efecto de la pancreatitis aguda inducida por L-arginina sobre la
secrecién ductular, hemos analizado y comparado la respuesta a forskolina en conductos

pancredticos aislados de ratas con este tipo de pancreatitis y de ratas controles.

La forskolina produce un incremento en el volumen luminal relativo de los conductos aislados
de ratas control, tanto cuando se perfunden con tampon HEPES como con tampon HCO;

(Figura 48). Por el contrario, la estimulacion de los conductos pancredticos de ratas del grupo
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Figura 48. Secrecion estimulada por forskolina en conductos pancredticos de ratas controles y
ratas con pancreatitis aguda inducida por L-arginina. Cambios en el volumen luminal relativo en
conductos de ratas del grupo control (O, n=20) y del grupo pancreatitis (®, n=33), estimulados con
forskolina 5 pyM en solucién HEPES y en solucién HCOs™. Los valores se expresan cada minuto como
media + S.E.M.
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Figura 49. Secrecion estimulada por forskolina en conductos pancredticos de ratas controles y
ratas con pancreatitis aguda inducida por L-arginina. Tasa secretora en conductos de ratas del
grupo control ([J; n=20) y del grupo pancreatitis (B; n=33), estimulados con forskolina 5 yM en
solucién HEPES y en solucién HCOs". Los valores se han obtenido de los experimentos mostrados en la
figura 48 y se expresan como media + S.E.M. para cada uno de los periodos de tiempo que se
especifican en el eje de ordenadas. Los resultados del test de la t+ de Student se muestran como * P«
0.05y ** P<0.01 con respecto a los conductos de animales controles.
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pancreatitis con forskolina no provoca cambios apreciables en el volumen luminal relativo de
los conductos, ni durante la perfusion con HEPES ni con HCO;™. Si que se observa en estos
conductos un pequefio aumento en el volumen luminal relativo al cambiar el medio de perfusién

de HEPES a HCOs'.

El andlisis de las tasas secretoras (Figura 49) muestra que la adicién de forskolina al medio de
perfusion no produce ninguna respuesta secretora en conductos del grupo pancreatitis. Asi,
las tasas de secrecion obtenidas en conductos del grupo pancreatitis en los periodos en los
que el estimulo estuvo presente, son significativamente menores que las observadas en los
conductos del grupo control, y no son significativamente distintas de cero en ninguno de los

periodos analizados en el experimento.

La interpretacion de nuestros resultados estd dificultada por el hecho de que los mecanismos
por los que la L-arginina induce pancreatitis aguda no se conocen en profundidad. Se ha
descrito que en este proceso intervienen radicales libres de oxigeno,’® éxido nitrico®® y
mediadores inflamatorios.”" En cualquier caso, resulta imposible dilucidar si los cambios en
alguno de estos factores pueden ser responsables de las alteraciones que hemos encontrado
en la respuesta secretora de las células ductulares pancredticas, puesto que hasta el momento

no se ha investigado su eventual influencia en la funcionalidad de este tipo celular.

En 1999, Hegyi et a/'*? analizaron, en experimentos in vivo con animales anestesiados, la
respuesta secretora del pdncreas exocrino, en ratas con pancreatitis inducida por L-arginina,
en las que usaron una dosis ligeramente inferior a la nuestra. Estos autores describen, a las 24
horas de la induccién de la pancreatitis (el mismo tiempo utilizado en nuestros experimentos),
un incremento significativo de la secrecién basal de fluido, con respecto a la de animales
controles, junto con una reduccion significativa de la secrecion de proteinas. Ademds, también
observaron una mayor secrecién de fluido en respuesta a la estimulacion con CCK-8 en los
animales con pancreatitis. Lamentablemente, en ese trabajo no se determiné la concentracion
de HCOs en el jugo pancredtico, asi que resulta imposible saber si esa mayor secrecion
hidroelectrolitica procede de los conductos; es probable que su origen sea acinar, ya que es
bien sabido que, en la rata, la CCK induce un marcado aumento de la secrecién de fluido en el
jugo pancredtico, procedente de las células acinares, con una composicién iénica muy similar a

la plasmdtica, es decir, con un bajo contenido en HCO3".3% El origen ductular nos parece menos
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probable, ya que, como se discutird mds adelante, hemos comprobado en este trabajo que la
ceruleina, un andlogo de la CCK, no provoca ningin tipo de respuesta secretora en conductos

pancredticos aislados de rata.

Hemos observado, en los estudios histoldgicos, que muchos de los conductos pancredticos de
animales con pancreatitis inducida por L-arginina presentan su lumen casi bloqueado por
aclimulos de material eosindéfilo que, muy probablemente, consisten en precipitados de
proteinas secretadas por los acinos. Estos precipitados pueden formarse simplemente por la
elevada concentracion de proteinas, consecuencia de una falta de secrecién de fluido que
pueda arrastrarlas a lo largo del drbol ductal o, como se ha propuesto para explicar las
alteraciones que aparecen en la fibrosis quistica,?*> pueden también deberse a una disminucién
del pH del jugo pancredtico, por una reduccionh en su concentracion de HCO3™. En cualquier
caso, nuestro resultado parece sugerir que, en este modelo de pancreatitis, ocurren
alteraciones en la secrecion de las células ductulares antes de verse afectada la de las

acinares.

En resumen, hemos demostrado que, en el franscurso de la pancreatitis aguda inducida por
L-arginina en la rata, se produce un bloqueo completo de la capacidad secretora de los
conductos pancredticos. Si esta falta de secrecion ductular es una consecuencia de la
enfermedad o es un acontecimiento temprano, implicado en su fisiopatologia, serd objeto de
futuras investigaciones, en las que se tratard de reducir la gravedad de este modelo de
pancreatitis (usando dosis menores de L-arginina) y se investigard la situacién funcional de las

células ductulares en esas condiciones.

4.4, Efectos de la pancreatitis aguda inducida por ceruleina en la

respuesta secretora de los conductos pancredticos de rata

4.4.1. Estudio del posible efecto directo de la ceruleina sobre la respuesta secretora de

conductos pancreaticos aislados de ratas controles

Nuestro siguiente objetivo fue analizar el efecto del tercer modelo experimental, la

pancreatitis aguda inducida por hiperestimulacion con ceruleina, sobre la secrecion ductular.
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Antes de abordarlo, nos planteamos estudiar el eventual efecto directo de la ceruleina sobre
la respuesta secretora de los conductos; para ello, llevamos a cabo una serie de experimentos
en los que analizamos el efecto de esta sustancia en conductos pancredticos de ratas

controles.
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Figura 50. Secrecién en presencia de ceruleina 100 pM en conductos pancredticos de ratas
controles. Cambios en el volumen luminal relativo en conductos perfundidos con ceruleina 100 pM en
solucidn HEPES y en solucién HCOs". Los valores se expresan cada minuto como media + S.E.M. (n=22).
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Figura 51. Secrecién en presencia de ceruleina 1 nM en conductos pancredticos de ratas
controles. Cambios en el volumen luminal relativo en conductos perfundidos con ceruleina 1 nM en
solucién HEPES y en solucién HCOs™. Los valores se expresan cada minuto como media + S.E.M. (n=22).
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Nuestros resultados demuestran que la adicién al medio de perfusién de ceruleina, 100 pM o 1
nM, en HEPES o HCOj3", no provoca ningin cambio en el volumen luminal relativo de los
conductos (Figuras 50 y 51). Los valores de tasas secretoras obtenidos tras la administracién
de ceruleina, a cualquiera de las dos concentraciones utilizadas, no son significativamente
distintas de cero, segln el test de la t+ de Student con respecto a la media poblacional (Figura
52).
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Figura 52. Secrecion en presencia de ceruleina 100 pM o 1 nM en conductos pancredticos de
ratas controles. Tasa secretora en conductos estimulados con ceruleina 100 pM ([J, n=22) 0 1 nM (M,
n=27) en solucién HEPES y en solucién HCOs". Los valores se han obtenido de los experimentos
mostrados en las figuras 50 y 51 y se expresan como media + S.E.M. para cada uno de los periodos de
tiempo que se especifican en el eje de ordenadas.

La falta de respuesta secretora de los conductos pancredticos de rata a la ceruleina confirma
los resultados obtenidos por Argent et al en 1986.% En nuestros experimentos hemos
utilizado concentraciones inferiores del péptido, ya que la tipica respuesta a la CCK es bifdsica
y cabria la posibilidad de que los resultados de Argent et a/'? se debiesen al uso de una
elevada concentracion del agonista. En contraste con la falta de acciones de la CCK (o de la
ceruleina) en las células ductulares de la rata, si que se ha descrito un efecto estimulante de
este péptido sobre la secrecién de fluido y electrolitos en conductos pancredticos aislados del

cobaya, especie en la que sus acciones se ejercen a través de receptores del tipo CCK;.>*’
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En definitiva, nuestros resultados confirman que la ceruleina no estimula la secrecién en
conductos pancredticos aislados de la rata, y nos permiten descartar cualquier tipo de efecto

directo de la hiperestimulacién con este agonista sobre las células ductulares de esta especie.

4.4.2. Respuesta secretora a forskolina de conductos pancredticos aislados de ratas

controles y ratas con pancreatitis

Una vez comprobado que la ceruleina no ejerce un efecto directo sobre la secrecién ductular,
analizamos en qué medida la pancreatitis aguda inducida por hiperestimulacion con ceruleina
puede alterar esta secrecion; para ello, realizamos una serie de experimentos en los que
comparamos la respuesta a forskolina de conductos pancredticos aislados de ratas con este

tipo de pancreatitis y de ratas controles.
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Figura 53. Secrecion estimulada por forskolina en conductos pancredticos de ratas controles y
ratas con pancreatitis aguda inducida por ceruleina. Cambios en el volumen luminal relativo en
conductos de ratas del grupo control (O, n=16) y del grupo pancreatitis (®, n=33), estimulados con
forskolina 5 M en solucién HEPES y en solucién HCOs™. Los valores se expresan cada minuto como
media + S.E.M.

El volumen luminal relativo de los conductos aislados de ratas del grupo pancreatitis,
perfundidos con solucion HEPES, aumenta en presencia de forskolina. Esta respuesta es
similar a la observada, en las mismas condiciones, en conductos del grupo control (Figura 53).

Por el contrario, cuando los conductos del grupo pancreatitis se perfunden con tampén HCO3
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y en presencia de forskolina, la pendiente del incremento del volumen luminal relativo es menor

que la observada en el grupo control (Figura 53).

El andlisis de las tasas secretoras confirma los resultados del volumen luminal relativo. La
forskolina estimula de forma significativa la tasa secretora de los conductos en HEPES vy
HCO3", tanto en el grupo control como en el grupo pancreatitis. Sin embargo, mientras que la
respuesta secretora a forskolina en el tampon HEPES es similar en los dos grupos de animales,
la respuesta al estimulo en el tampdn HCO; es significativamente menor en el grupo

pancreatitis (Figura 54).
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Figura 54. Secrecion estimulada por forskolina en conductos pancredticos de ratas controles y
ratas con pancreatitis aguda inducida por ceruleina. Tasa secretora en conductos de ratas del
grupo control ([J; n=16) y del grupo pancreatitis (B; n=33), estimulados con forskolina 5 yM en
solucién HEPES y en solucién HCOs". Los valores se han obtenido de los experimentos mostrados en la
figura 53 y se expresan como media + S.E.M. para cada uno de los periodos de tiempo que se
especifican en el eje de ordenadas. Los resultados del test de la + de Student se muestran como ** P«
0.01 con respecto a los conductos de animales controles.

Estos resultados sugieren que la pancreatitis aguda inducida por hiperestimulacion con
ceruleina altera la secrecién ductular pancredtica, afectando selectivamente a la secrecion

dependiente de HCOs3'.

Se ha analizado, en estudios /1 vivo en ratas anestesiadas, la respuesta secretora del pdancreas

exocrino a la estimulacion con secretagogos tras la induccién de pancreatitis aguda por
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hiperestimulacién con ceruleina. Los resultados de estos trabajos no son fdcilmente
comparables, puesto que el efecto de la pancreatitis se ha analizado a distintos tiempos
después de su induccion. Aun asi, podemos encontrar en la bibliografia estudios en los que se
describe que el tratamiento con ceruleina no modifica el flujo de jugo pancredtico basal a las
9 horas de la induccién de la pancreatitis, ?23%?* frente a otros en los que se ha observado una
hipersecrecién de fluido, en situacién basal, a las 12 horas de la induccién.®®® Como hemos
mencionado en el apartado correspondiente a la pancreatitis inducida por L-arginina, en la rata
una parte considerable del fluido secretado por el pdncreas procede de las células acinares,
de forma que, para evaluar la contribucion de las ductulares, es necesario cuantificar la
secrecién de HCO;3 en el jugo pancredtico. En este sentido, Manso et a/?** describieron que la
secrecion basal de HCO;5™ en el jugo pancredtico no estaba modificada en ratas pancreatiticas,
con respecto a la de controles, 9 horas después de la primera inyeccién de ceruleina; en

contraste, Czaké et al®®

han descrito una disminucion en la concentracion basal de HCO3™ en el
Jjugo pancredtico de ratas a las que se les habia administrado ceruleina 24 horas antes. Estos
mismos autores analizaron, en otro estudio,®’ la respuesta secretora del pdncreas /n vivo a la
estimulacidn con secretina, y observaron que la concentracion de HCO3™ en el jugo pancredtico
de ratas pancreatiticas (24 horas después de la administracién de ceruleina) era menor que en
los animales controles tras la administracion del péptido. Es evidente que estos resultados,
obtenidos en modelos /n vivo, no son fdcilmente comparables a los obtenidos en conductos
pancredticos aislados; sin embargo, y salvando las distancias, es posible que la disminucién en
la secrecién dependiente de HCO; estimulada por forskolina que hemos observado en este
trabajo, se vea reflejada en una alteracion de la secrecion de HCO3™ /n vivo, como la observada

/.69

por Czako et al®” en ratas pancreatiticas que recibieron secretina por via intravenosa.

4.4.3. Secrecion de CI” en respuesta a la estimulacion con forskolina en conductos

pancreadticos aislados de ratas control y ratas con pancreatitis

Los resultados mostrados en el apartado anterior parecen indicar que la secrecién de CI™ en
respuesta a forskolina no estd alterada en los conductos de ratas con pancreatitis aguda
inducida por hiperestimulacion con ceruleina. Con el fin de confirmar estos resultados,
realizamos una serie de experimentos en los que analizamos (nicamente la secrecion de CI,

utilizando HEPES como medio de perfusidn a lo largo de todo el protocolo.
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Figura 55. Secrecion de CI~ estimulada por forskolina en conductos pancredticos de ratas
controles y ratas con pancreatitis aguda inducida por ceruleina. Cambios en el volumen luminal
relativo en conductos de ratas del grupo control (O, n=12) y del grupo pancreatitis (®, n=21),
estimulados con forskolina 5 yM en solucién HEPES. Los valores se expresan cada minuto como media +
SEM.
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Figura 56. Secrecion de ClI~ estimulada por forskolina en conductos pancredticos de ratas
controles y ratas con pancreatitis aguda inducida por ceruleina. Tasa secretora en conductos de
ratas del grupo control ([J; n=12) y del grupo pancreatitis (l; n=21), estimulados con forskolina 5 uM
en solucién HEPES. Los valores se han obtenido de los experimentos mostrados en la figura 55 y se
expresan como media = S.E.M. para cada uno de los periodos de tiempo que se especifican en el eje de
ordenadas.
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La forskolina provoca un claro incremento en el volumen luminal relativo y en las tasas
secretoras en los conductos de ratas del grupo control y pancreatitis (Figuras 55 y 56),
siendo el perfil de la respuesta secretora a forskolina muy similar en los conductos de ambos

grupos (Figura 55).

Ademds, el andlisis de las tasas secretoras (Figura 56) confirma que la forskolina estimula la
secrecion de CI°, tanto en conductos del grupo control como en conductos del grupo
pancreatitis. El andlisis estadistico de los resultados muestra que no existen diferencias

significativas entre los dos grupos de ratas en ninguno de los periodos analizados.

Asi pues, nuestros datos indican que, en la pancreatitis inducida por ceruleing, la secrecion de
ClI” en los conductos pancredticos no sufre ningln tipo de alteracion; en contraste, la secrecion
dependiente de HCO; estd significativamente reducida con respecto a la de animales
controles (Figura 54). Sabemos que, en la rata, la secrecién dependiente de HCO;3 estd
mediada por la actividad conjunta del NHEl y del pNBC1> asi que en los siguientes
experimentos evaluamos por separado la funcionalidad de estos transportadores en conductos

de ratas con pancreatitis inducida por ceruleina.

4.4.4. Papel del NHE1 en la secrecion de HCO;3™ estimulada con forskolina en conductos

pancreaticos aislados de ratas control y ratas con pancreatitis

Para evaluar la contribucién del NHE1 en la secrecién de HCOj3', realizamos una serie de
experimentos en los que los conductos fueron perfundidos con tampén HCOj3", en presencia de
los inhibidores bumetanida y H,DIDS, condiciones en las que solo queda operativo el
intercambiador NHE1 y en las que toda la secrecién de fluido depende del transporte de
HCO3™ hacia el lumen ductular. En todos los casos se analizé la respuesta secretora de los

conductos aislados de ratas control y con pancreatitis, tras la estimulacion con forskolina.

Nuestros resultados muestran que la adicién de forskolina 5 yM al tampén HCO3™, en presencia
de bumetanida 30 yM y H.DIDS 500 uM, provoca un aumento en el volumen luminal relativo de
los conductos, tanto del grupo control como del grupo pancreatitis. En el caso de los conductos
aislados de ratas con pancreatitis, el incremento se mantiene a lo largo del fiempo, aunque con

una pendiente ligeramente menor que la observada en los del grupo control (Figura 57).
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Figura 57. Papel del NHE1 en la secrecion de HCO;™ estimulada por forskolina en conductos
pancredticos de ratas controles y ratas con pancreatitis aguda inducida por ceruleina. Cambios en
el volumen luminal relativo en conductos de ratas del grupo control (O, n=22) y del grupo pancreatitis
(@, n=20), estimulados con forskolina 5 yM en solucién HCOs™ conteniendo bumetanida 30 pyM +
H.DIDS 500 pM. Los valores se expresan cada minuto como media + S.E.M.
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Figura 58. Papel del NHE1 en la secrecién de HCOs estimulada por forskolina en conductos
pancredticos de ratas controles y ratas con pancreatitis aguda inducida por ceruleina. Tasa
secretora en conductos de ratas del grupo control ([J; n=22) y del grupo pancreatitis (H; n=20),
estimulados con forskolina 5 yuM en solucién HCOs™ conteniendo bumetanida 30 uM + H.DIDS 500 yM.
Los valores se han obtenido de los experimentos mostrados en la figura 57 y se expresan como media
+ S.E.M. para cada uno de los periodos de tiempo que se especifican en el eje de ordenadas.
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Cuando se mantiene dnicamente la actividad del intercambiador NHE1, los valores de tasa
secretora alcanzados en el grupo control, en respuesta a la estimulacion con forskolina, son
algo superiores a los obtenidos en el grupo pancreatitis (Figura 58); en cualquier caso, de

acuerdo con el andlisis estadistico de los resultados, estas diferencias no son significativas.

Asi pues, la pancreatitis inducida por ceruleina no altera de forma significativa la contribucion
del NHEL1 en los procesos de acumulacion de HCO3™ en las células ductulares y su posterior

secrecion hacia el lumen de los conductos.

4.4.5. Papel del pNBC1 en la secrecion dependiente de HCO;™ estimulada con forskolina

en conductos pancreaticos aislados de ratas control y ratas con pancreatitis

A continuacion, analizamos la funcionalidad del otro transportador implicado en la secrecidn
dependiente de HCO5", el pNBC1. Aunque en este caso si podemos utilizar un bloqueante
especifico para el NHE1, el EIPA, no podemos evitar mantener la actividad del intercambiador
de aniones (AE) basolateral, al no existir bloqueante especifico para este transportador. Por
esta razon, hemos realizado experimentos usando bumetanida y EIPA, de forma que solo se
mantienen operativos pNBC1 y AE. En todo caso, siendo el intercambiador aniénico basolateral
un transportador electroneutro, con una estequiometria 1CI:1HCOj3", su contribucién implicaria
Unicamente un cambio en la composicién anidnica del liquido secretado hacia el lumen, y nunca
una variacion cuantitativa de esta secrecion; en estas condiciones experimentales, la cantidad

de fluido secretada hacia el lumen es directamente proporcional a la actividad del pNBC1.

Los resultados obtenidos en el volumen luminal relativo muestran que, en presencia de los
bloqueantes, bumetanida 30 uM y EIPA 3 uM, en tampon HCO3", se pone de manifiesto una
inhibicién de la respuesta secretora a forskolina en conductos de ratas con pancreatitis,
comparada con la de controles. Asi, la pendiente del incremento en el volumen luminal relativo
observada en conductos del grupo pancreatitis, tras la estimulacién con forskolina, es mucho
menor que la obtenida en los conductos del grupo control perfundidos en las mismas

condiciones (Figura 59).
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Figura 59. Papel del pNBC1 en la secrecién dependiente de HCOs estimulada por forskolina en
conductos pancredticos de ratas controles y ratas con pancreatitis aguda inducida por ceruleina.
Cambios en el volumen luminal relativo en conductos de ratas del grupo control (O, n=25) y del grupo
pancreatitis (@, n=19), estimulados con forskolina 5 yM en solucién HCO5™ conteniendo bumetanida 30
UM + EIPA 3 pM. Los valores se expresan cada minuto como media + S.E.M.
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Figura 60. Papel del pNBC1 en la secrecion dependiente de HCO; estimulada por forskolina en
conductos pancredticos de ratas controles y ratas con pancreatitis aguda inducida por ceruleina.
Tasa secretora en conductos de ratas del grupo control (L1; n=25) y del grupo pancreatitis (H; n=19),
estimulados con forskolina 5 uM en solucién HCOs™ conteniendo bumetanida 30 yM + EIPA 3 uM. Los
valores se han obtenido de los experimentos mostrados en la figura 59 y se expresan como media +
S.E.M. para cada uno de los periodos de tiempo que se especifican en el eje de ordenadas. Los
resultados del test de la + de Student se muestran como ** P< 0.01 con respecto a los conductos de
ratas controles.
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En presencia de los bloqueantes, los valores mdximos de tasa secretora (Figura 60) en
respuesta a forskolina obtenidos en conductos del grupo pancreatitis son menores que los
observados en el grupo control (76.8 + 9.2 plminmm? vs. 132.8 + 16.6 pl'min"mm3). El
andlisis estadistico de estos resultados muestra que, en estas condiciones, la respuesta
secretora a forskolina se reduce de forma significativa en conductos de ratas con

pancreatitis con respecto a la del grupo control.

Estos resultados muestran que existe algln tipo de alteracién en el funcionamiento de las
células ductulares pancredticas de la rata durante la pancreatitis aguda inducida por
ceruleina, que afecta de forma especifica al transporte de HCOs; a través del

cotransportador pNBC1.

Podemos pensar al menos en tres posibilidades para explicar estos resultados. La primera de
ellas seria la existencia de algln tipo de alteracién en la expresion y/o maduracion de la
proteina pNBC1, que tendria como consecuencia una menor presencia de este cotransportador
en la membrana basolateral de las células ductulares. La segunda estaria relacionada con la
eventual regulacién del pNBC1 por la elevacién de los niveles de cAMP; si este tipo de
regulacion estuviese alterada como consecuencia de la pancreatitis, podriamos esperar una
reduccion de la actividad cotransportadora en presencia de forskolina. Finalmente, podemos
pensar en alglin tipo de efecto indirecto, mediado, por ejemplo, por alteraciones en el
gradiente electroquimico que utiliza este cotransportador para realizar su funcién. Puesto que
este es el (nico transportador electrogénico implicado en la acumulacién de HCO3 en las
células ductulares, un cambio en el potencial de membrana de estas podria ser responsable del

efecto que hemos observado, en cuyo caso la alteracién no se produciria en la proteina pNBC1.

4.4.6. Secrecion dependiente de HCO;™ en respuesta a la estimulacion con carbacol en

conductos pancreaticos aislados de ratas control y ratas con pancreatitis

Tras comprobar que la pancreatitis aguda inducida por ceruleina produce una reduccidn
significativa de la secrecién dependiente de HCO; en los conductos estimulados con
forskolina (Figura 54), y con el objeto de avanzar en la caracterizacion de esta alteracién,
quisimos comprobar si esta enfermedad puede afectar también a la secrecién ductular en

respuesta a carbacol 30 yM.
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Los conductos pancredticos del grupo pancreatitis y del grupo control fueron perfundidos,
durante todo el experimento, con tfampén HCO3™ en presencia de bumetanida 30 yM. En estas
condiciones, se elimina la secrecién de CI” mediada por NKCC1, por lo que la secrecién que se

produce es totalmente dependiente de la presencia de HCO; en el medio de perfusidn.

Nuestros resultados muestran que el volumen luminal relativo de los conductos del grupo
pancreatitis aumenta en respuesta a la estimulacién con carbacol. Este incremento, en el
periodo de mdxima secrecidn, es similar al que se observa en los conductos de ratas controles
en respuesta al agonista (Figura 61). En los dltimos minutos del experimento, en la fase de
secrecion mds moderada en respuesta al carbacol, parece apreciarse una tendencia a una

menor secrecidn en los conductos de ratas con pancreatitis.
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Figura 61. Secrecién dependiente de HCO; estimulada por carbacol en conductos pancredticos de
ratas controles y ratas con pancreatitis aguda inducida por ceruleina. Cambios en el volumen
luminal relativo en conductos de ratas del grupo control (O, n=26) y del grupo pancreatitis (®, n=21),
estimulados con carbacol 30 pyM en solucién HCO3™ conteniendo bumetanida 30 uM. Los valores se
expresan cada minuto como media £ S.E.M.

El andlisis de las tasas secretoras (Figura 62) confirma los resultados obtenidos para el
volumen luminal relativo. El carbacol estimula la secrecién dependiente de HCO3;™ en conductos
de los grupos control y pancreatitis, y los valores mdximos de tasa secretora que se alcanzan
en respuesta al agonista son muy similares en ambos grupos, sin que existan diferencias

significativas entre ellos. De acuerdo con lo observado en los cambios en el volumen luminal
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relativo, la tasa secretora en el (ltimo periodo analizado (35'-40’) alcanza valores menores en
conductos de ratas con pancreatitis, aunque las diferencias con el control no llegan a alcanzar

significacion estadistica.
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Figura 62. Secrecién dependiente de HCO;™ estimulada por carbacol en conductos pancredticos de
ratas controles y ratas con pancreatitis aguda inducida por ceruleina. Tasa secretora en conductos
de ratas del grupo control ([J; n=26) y del grupo pancreatitis (l; n=21), estimulados con carbacol 30
UM en solucién HCO3 conteniendo bumetanida 30 pM. Los valores se han obtenido de los experimentos
mostrados en la figura 61y se expresan como media + S.E.M. para cada uno de los periodos de tiempo
que se especifican en el eje de ordenadas. Los resultados del test de la + de Student se muestran
como * P<0.05 con respecto a los conductos de ratas controles.

Seglin estos resultados, la secrecién dependiente de HCOs no estd afectada de manera
significativa en respuesta a la estimulacién con el agonista colinérgico en las células ductulares
de ratas con pancreatitis inducida por ceruleina. A pesar de ello, y puesto que en los
experimentos con forskolina habiamos detectado una clara disminucién de la secrecion
mediada por el pNBC1, realizamos ofra serie de experimentos, en los que analizamos la
respuesta secretora al carbacol en condiciones en las que la secrecién de fluido y electrolitos

depende solo de la actividad de este cotransportador (tampén HCOs™ con bumetanida y EIPA).
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4.4.7. Papel del pNBC1 en la secrecion de HCO;™ estimulada con carbacol en conductos

pancreadticos aislados de ratas control y ratas con pancreatitis

En la Figura 63 se puede observar que la pendiente mdxima del incremento del volumen luminal
relativo de los conductos pancredticos estimulados con carbacol, en presencia de bumetanida
30 uM y EIPA 3 puM, fue muy similar en los grupos control y pancreatitis. Del mismo modo, los
valores de las tasas secretoras correspondientes al periodo de mdxima secrecién tras la
estimulacién con carbacol, alcanzaron valores muy similares en ambos grupos (Figura 64). Al
igual que sucedia en el apartado anterior, en el que analizdbamos la totalidad de la secrecién
dependiente de HCOj3’, hacia el final del experimento se aprecia una menor pendiente del
incremento del volumen luminal relativo (Figura 63), que se ve reflejada en un menor valor de
tasa secretora (Figura 64) que, sin embargo, no es significativamente diferente del alcanzado

en conductos pancredticos de ratas controles.
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Figura 63. Papel del pNBC1 en la secrecion dependiente de HCO;™ estimulada por carbacol en
conductos pancredticos de ratas controles y ratas con pancreatitis aguda inducida por ceruleina.
Cambios en el volumen luminal relativo en conductos de ratas del grupo control (O, n=23) y del grupo
pancreatitis (@, n=15), estimuladas con carbacol 30 pyM en solucion HCOs™ conteniendo bumetanida 30
UM + EIPA 3 uM. Los valores se expresan cada minuto como media + S.E.M.

178



Resultados y Discusion

175j [ Control

1504 [ Pancreatitis ceruleina
1254

100 1

*x

- J Ei
O -
_25: | Carbacol 30 pM

| HCQ;~ + bumetanida 30 uyM + EIPA 3 uM

' 5-10 ' 1217 ' 35-40

Tasa secretora (pl-min'-mmr2)
~J
(@]
1

Periodo (min)

Figura 64. Papel del pNBC1 en la secrecién dependiente de HCO; estimulada por carbacol en
conductos pancredticos de ratas controles y ratas con pancreatitis aguda inducida por ceruleina.
Tasa secretora en conductos de ratas del grupo control ([1; n=23) y del grupo pancreatitis (H; n=15),
estimulados con carbacol 30 uM en solucién HCO3™ conteniendo bumetanida 30 uM + EIPA 3 yM. Los
valores se han obtenido de los experimentos mostrados en la figura 63 y se expresan como media +
S.E.M. para cada uno de los periodos de tiempo que se especifican en el eje de ordenadas. Los
resultados del test de la t de Student se muestran como ** P < 0.01 con respecto a los conductos de
ratas controles.

En su conjunto, los datos obtenidos en estos experimentos en los que utilizamos carbacol
parecen indicar que la pancreatitis aguda inducida por ceruleina no provoca hinguna alteracién
significativa en la secrecién dependiente de HCO3™ en respuesta a este agonista. Ademds, la

contribucién del pNBC1 a la secrecion fue similar en ratas controles y con pancreatitis.

Si volvemos a las tres posibilidades que habiamos postulado para explicar la disminucién de la
secrecion mediada por el pNBC1 en respuesta a la forskolina, parece légico pensar que la
primera de ellas, una alteracién en la expresion y/o maduracién de la proteina pNBC1, no
podria explicar los resultados obtenidos con carbacol. No obstante, el hecho de que en
conductos pancredticos de ratas controles, manteniendo Unicamente la actividad de este
cotransportador, la forskolina induzca una secrecién de fluido del orden de 135 pl-min'1~mm'2,
mientras que en presencia de carbacol la mdxima tasa secretora sea del orden de 60
pl-min”-mm™, plantea la posibilidad de que en la respuesta al carbacol la actividad del pNBC1

no sea el factor limitante, en cuyo caso la posible alteracién en esta proteina no se
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manifestaria tan claramente en los resultados de los experimentos en conductos de ratas con

pancreatitis.

La hipétesis de una alteracién en algin mecanismo de regulacion positiva de la actividad del
pNBC1 por el cAMP encajaria bastante bien con estos resultados: la respuesta a la forskolina
podria estar disminuida porque el cAMP no consiga activar adecuadamente a pNBC1, mientras
que en respuesta al carbacol este hipotético mecanismo de regulacion no intervendria en la

secrecién mediada por este cotransportador.

Finalmente, no podemos descartar que las alteraciones observadas durante la pancreatitis
sean consecuencia de un efecto indirecto, mediado por cambios en el gradiente electroquimico
a través de la membrana basolateral. Hace afios que se analizaron los cambios en el potencial
eléctrico de esta membrana provocados por la estimulacién con diversos agonistas, en células
ductulares pancredticas de la rata. En estos estudios se describié que tanto la secretina®*

como el carbacol**2%3

provocan una marcada despolarizacion de la membrana basolateral, lo
que favoreceria la actividad del pNBC1, cuyo efecto neto, desde un punto de vista eléctrico,
es la entrada a la célula de una carga negativa. Esta despolarizacion se ha atribuido a la
apertura de canales anidnicos en la membrana luminal.?®® Sin embargo, algunos de estos
resultados son bastante confusos. En primer lugar, la despolarizacion inducida por secretina
parece ser mucho mds duradera, manteniéndose un cierto tiempo tras la retirada del

23 mientras que la inducida por el carbacol es mucho mds transitoria y, en este caso,

agonista,
la recuperacién de los valores iniciales de potencial de membrana es mucho mds rdpida tras la
retirada del agonista del medio.!* Por otra parte, los mismos autores han descrito que el ATP,
un agonista que, al igual que el carbacol, actda por la via del Ca?", induce una hiperpolarizacién
de la membrana basolateral, atribuida en este caso a la apertura de los maxi-canales de K
situados en ella.!*® No parece fdcil explicar cémo el incremento en los niveles de Ca* citosélico
puede provocar en un caso, pero no en el otro, un incremento en la conductancia al K'. Con
estas consideraciones, no podemos descartar que las acciones de la forskolina y el carbacol
sobre el potencial de membrana de las células ductulares sean intrinsecamente diferentes, o

que la pancreatitis inducida por ceruleina altere la despolarizacion inducida por la forskolina o

por el carbacol. Asi pues, no estamos en condiciones de descartar que, como consecuencia de
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la pancreatitis aguda, se produzcan diferencias en el potencial de membrana, que afectarian a

la respuesta secretora a la forskolina mediada por pNBC1.

4.5. Andlisis de la funcionalidad de transportadores de membrana, por

medida del pH intracelular, en la pancreatitis aguda inducida por ceruleina

Con el fin de continuar caracterizando las alteraciones en la contribucion del cotransportador
Na*-2HCO5™ (pNBC1) a la secrecién estimulada por forskolina, en conductos de ratas con
pancreatitis aguda inducida por ceruleina, hemos utilizado un método adicional basado en el
andlisis del pH; de las células ductulares. El protocolo experimental consiste en analizar la
recuperacién de una carga dcida, inducida por exposicién al ion NH;" y su posterior retirada
del medio (Figura 8 del apartado de Materiales y Métodos); tras este procedimiento, los
valores normales de pH; se pueden recuperar por dos mecanismos, o bien sacando H" de la
célula, o bien introduciendo en el citoplasma HCOj3, lo que neutralizard el exceso de H'. En la
primera maniobra de salida de H" puede intervenir el NHE1 de la membrana basolateral, y
también podria participar una H™-ATPasa, cuya presencia se ha descrito en conductos
pancredticos de distintas especies.”***% En cuanto a la sequnda posibilidad, siempre que haya
HCO;™ en el medio, y de acuerdo con los resultados en otras especies, el pNBC1 seria el
principal responsable de la entrada de este anién en la célula, sin que podamos descartar una

cierta contribucién del intercambiador anidnico basolateral (AE).

4.5.1. Recuperacion del pH; tras una carga dcida en células ductulares pancredticas de

ratas normales y ratas con pancreatitis

En la Figura 65 se muestran registros representativos del pH; obtenidos en conductos
pancredticos de ratas normales (Figura 65A) y con pancreatitis (Figura 65B) en ausencia de
bloqueantes (situacion control para estos experimentos). Los conductos se perfundieron en un
medio con HCO3", cuya composicion fue la misma que en los experimentos de secrecion. El pH;
inicial de los conductos perfundidos en presencia de HCO;™ es similar en el grupo de ratas
normales (7.397 + 0.023, n=8) y con pancreatitis (7.405 + 0.042, n=10). Estos valores de pH;
en reposo sonh superiores a los que se pueden encontrar en la mayoria de los tipos celulares,

hecho que parece estar relacionado con la implicacion de estas células en procesos de
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acumulacién y secrecién de HCO5™."** Tras perfundir los conductos con esta solucién durante 4
minutos, se pasé a un medio de igual osmolaridad pero con NH4Cl 20 mM (retirando 20 mM de
NaCl) durante 2 minutos; esta maniobra provoca una inmediata alcalinizacién del citoplasma,
alcanzandose valores de pH; de 7.708 + 0.033 (n=8) en conductos de ratas normales 'y 7.778
0.041 (n=10) en los de ratas con pancreatitis; estos valores no son significativamente

diferentes al aplicar el test de la t de Student.

A continuacién, y como consecuencia de la retirada de NH," del medio, se produjo una marcada
acidificacién del citoplasma. El valor medio de pH; tras esta acidificacién fue 6.638 + 0.028 en
ratas normales (n=8) y 6.654 + 0.036 en ratas con pancreatitis (n=10), no existiendo

diferencias significativas entre ambos grupos.
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Figura 65. Recuperacién de una carga dcida en conductos de ratas normales y de ratas con
pancreatitis aguda inducida por ceruleina. Registros de los cambios en el pH; de un conducto de rata
normal (A) y de un conducto de rata con pancreatitis (B), tras un pulso de NH4Cl y la perfusion en
ausencia de Na". Los registros son representativos de un total de 8 experimentos en ratas normales y
10 en ratas con pancreatitis.
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En estos registros, representativos de los obtenidos en experimentos similares, se observa
como, en ausencia de Na" extracelular, no hay ninguna recuperacion del pH;. Estos resultados
indican que este proceso de recuperacién del pH; se llevaria a cabo gracias a la intervencion
conjunta del NHE1 y el pNBC1 basolaterales. Esto se confirma cuando se afiade Na" al medio,
ya que, inmediatamente después, se observa una rdpida recuperacién del pH; hasta valores

semejantes a los iniciales.

Aungue en la mayoria de los experimentos realizados no se observé recuperacién del pH; en un
medio sin Na*, si hubo un pequefio porcentaje de registros, tanto en conductos de ratas
normales como de ratas con pancreatitis, donde la falta de Na' no impidié una cierta
recuperacién del pH;, como se puede observar en la Figura 66. De acuerdo con un trabajo

/.,386

realizado por Zhao et a es probable que esta recuperacién se deba a la actividad de la

H'-ATPasa vacuolar basolateral, ya que la actividad de esta bomba es independiente de la
presencia de Na" en el medio de perfusidn; de esta forma, la célula podria bombear H* hacia el

exterior y recuperaria el pH; hacia valores normales. En cualquier caso, parece que la funcion
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Figura 66. Recuperacion de una carga dcida en un conducto de rata normal. Registro de los
cambios en el pH;de un conducto de rata normal, tras un pulso de NH.Cl y la perfusién en ausencia de
Na'. Se observa una lenta recuperacién del pH; en ausencia de Na* en el medio de perfusién. El
registro es representativo de un total de 8 experimentos.
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de esta H™-ATPasa vacuolar seria importante para la recuperacién de pH; cuando este
disminuye hasta valores muy bajos, pero su actividad no parece ser relevante a valores de pH;

cercanos a los fisioldgicos y, por lo tanto, en los procesos de secrecién ductular.®®

Con el fin de analizar si la recuperacién de pH; se ve afectada por la actividad deficiente de
alguno de los transportadores implicados, realizamos estudios de la recuperacion del pH; tras
una carga dcida, en presencia de bloqueantes del NHE1, pNBC1 y AE. En las siguientes Figuras

(67-69) se muestran registros representativos, obtenidos en presencia de EIPA y/o H,DIDS,
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Figura 67. Efecto de la inhibicidén de los transportadores pNBC1 y AE sobre la recuperacién de
una carga dcida en conductos de ratas normales y de ratas con pancreatitis aguda inducida por
ceruleina. Registros de los cambios en el pH; de un conducto de rata normal (A) y de un conducto de
rata con pancreatitis (B), tras un pulso de NH4Cl y la perfusion en ausencia de Na’, en presencia de
H.DIDS 500 pM. Los registros son representativos de un total de 10 experimentos en ratas normales
y 9 en ratas con pancreatitis.

184



Resultados y Discusion

en conductos de ratas normales y de ratas con pancreatitis. En todos los casos, los
bloqueantes se afiadieron al medio de perfusion en la solucion libre de Na*, y se mantuvieron
hasta el final del experimento, de forma que nos aseguramos de que ya estdn actuando en el

momento en el que se afiade Na" al medio de perfusion.
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Figura 68. Efecto de la inhibicién del intercambiador NHE1 sobre la recuperacién de una carga
dcida en conductos de ratas normales y de ratas con pancreatitis aguda inducida por ceruleina.
Registros de los cambios en el pH; de un conducto de rata normal (A) y de un conducto de rata con
pancreatitis (B), tras un pulso de NH.Cl y la perfusidn en ausencia de Na", en presencia de EIPA 3 yM.
Los registros son representativos de un total de 11 experimentos en ratas normales y 12 en ratas con
pancreatitis.

En la Figura 67 se muestran los registros representativos del pH; en conductos pancredticos
de ratas normales (Figura 67A) y en conductos de ratas con pancreatitis (Figura 67B)
perfundidos con medio HCO3 en presencia de H,DIDS 500 yM, bloqueante del pNBC1 y del
AE. En estos registros se observa que, en presencia del H,DIDS, el pH; se recupera hasta

valores similares a los obtenidos en ausencia del bloqueante (Figura 65), tanto en conductos de
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ratas normales como en conductos de ratas con pancreatitis. Sin embargo, observamos que la
pendiente de recuperacién del pH; es menor en los conductos tratados con H,DIDS (Figura

67) que en los conductos perfundidos en ausencia del blogueante (Figura 65) .
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Figura 69. Efecto de la inhibicion de los transportadores pNBC1, NHE1 y AE sobre la
recuperaciéon de una carga écida en conductos de ratas normales y de ratas con pancreatitis
aguda inducida por ceruleina. Registros de los cambios en el pH; de un conducto de rata normal (A) y
de un conducto de rata con pancreatitis (B), tras un pulso de NH4Cl y la perfusién en ausencia de Na’,
en presencia de EIPA 3 pM + H.DIDS 500 pM. Los registros son representativos de un total de 10
experimentos en ratas normales y 10 en ratas con pancreatitis.

En otra serie de experimentos analizamos el efecto de la perfusién de los conductos con EIPA
3 uM, el bloqueante especifico del NHE1, sobre la recuperacién de pH; en conductos de ratas
normales (Figura 68A) y con pancreatitis (Figura 68B). Los registros nos muestran que la
presencia de EIPA en el medio de perfusién inhibe parcialmente la recuperacién del pH; con
respecto a la observada en ausencia del bloqueante (Figura 65). Esta inhibicidn, que se pone de

manifiesto tfanto en los conductos de ratas normales (Figura 68A) como en los conductos de
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animales con pancreatitis (Figura 68B), es mds acusada que la obtenida con H,DIDS (Figura

67).

Finalmente, realizamos experimentos con conductos de ratas normales y con pancreatitis
perfundidos en presencia de EIPA y H,DIDS, de forma que se consigue inhibir la actividad de
los tres transportadores basolaterales. En los registros representativos de estos
experimentos (Figura 69), se observa que la administracion conjunta de los dos bloqueantes
produce una inhibicidn casi total en la recuperacién del pH; tras la carga dcida de los
conductos, tanto en los procedentes de ratas normales (Figura 69A) como en los obtenidos de

ratas con pancreatitis (Figura 69B).
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Figura 70. Efecto del bloqueo de los transportadores pNBC1, NHE1 y AE sobre la velocidad de
la recuperacién del pH: tras una carga dcida en conductos de ratas normales y ratas con
pancreatitis aguda inducida por ceruleina. Los conductos de ratas normales (L) y con pancreatitis
([) fueron perfundidos en ausencia de inhibidores (control; [J n=8, M n=10), en presencia de EIPA 3
eM (O n=11; @ n=12), de H.DIDS 500 pM (LJ n=10; M n=9) o de EIPA 3 pyM + H.DIDS 500 uM (I
n=10; @ n=10). Los valores se expresan como media = S.E.M. de la pendiente de recuperacién del pH..

En la Figura 70 se representa la velocidad de recuperacién del pH; (unidades de pH-min™) en
ratas normales y con pancreatitis, en ausencia de bloqueantes (control), en presencia de EIPA,
en presencia de H,DIDS y con la combinacion de ambos. Estos resultados demuestran que,
tanto el EIPA como el H,DIDS, inhiben parcialmente la tasa de recuperacion de pH; en
conductos aislados de animales de ambos grupos. Esta inhibicién es mayor cuando los
conductos se perfunden con EIPA, lo que significa que, en estas condiciones, la actividad del

NHE! juega un papel mds importante que la del pNBC1 en la recuperacién de pH:. Estos
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resultados coinciden con los obtenidos previamente por nuestro grupo de investigacion en
conductos pancredticos de raton, en los que se observé que, aunque la contribucién del NHE1 y
del pNBC1 a la secrecidn de fluido es relativamente similar,®! la recuperacién del pH; tras una
carga dcida depende en mayor medida de la actividad de NHE1.%® Por otro lado, la combinacién
de ambos bloqueantes inhibe de forma muy marcada la recuperacion del pH; en los conductos

del grupo de animales normales y con pancreatitis.

El andlisis estadistico de los resultados de velocidad de recuperacién del pH; (Figura 70)
muestra que ho existen diferencias significativas entre ratas hormales y ratas con
pancreatitis en ninguna de las situaciones experimentales, es decir, la velocidad de entrada de
HCO;5™ y/o la de salida de H" de la célula son similares en los animales a los que se les induce
pancreatitis aguda mediante hiperestimulacion con ceruleina y en los controles. Estos
resultados parecen indicar que no existe ningln tipo de alteracion significativa en los
transportadores de membrana implicados en estos procesos, lo que nos lleva a descartar la
primera de las hipotesis que manejdbamos para explicar la reduccién en la secrecion de fluido
mediada por pNBC1, es decir, que haya algln tipo de cambio en la expresion y/o maduracién de
esta proteina durante la pancreatitis aguda inducida por ceruleina. De existir este tipo de
alteraciones en el pNBC1, se deberian manifestar con una reduccién de la velocidad de
recuperacién del pH;, en presencia de EIPA, en los conductos procedentes de ratas con

pancreatitis.

Por otro lado, analizamos las unidades de pH no recuperadas al finalizar los experimentos, es
decir, la diferencia entre los valores iniciales y finales de pH; (Figura 71). Los resultados del
test de la t+ de Student solo muestran diferencias significativas entre el grupo de ratas
normales y de ratas con pancreatitis cuando se analiza esta variable en situacién control. Asi,
cuando los conductos de ratas normales se perfunden en ausencia de bloqueantes, se observa
una recuperacién completa del pH;, alcanzdndose, al final del experimento, valores muy
similares a los iniciales. Sin embargo, en los controles de las ratas con pancreatitis, se observa
una cierta recuperacion del pH;, que no llega a alcanzar los valores de pH; iniciales, de forma
que las cerca de 0.1 unidades de pH no recuperadas resultan, en este caso, significativamente
diferentes de cero. En cuanto a los resultados obtenidos para el resto de grupos

experimentales se observa que, para ambos grupos de ratas, las unidades de pH no
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recuperadas en presencia de EIPA son altas y significativamente distintas de cero. Los
mismos resultados se obtienen al analizar la tasa de recuperacién de pH en presencia de los
dos blogueantes. Por (ltimo, las unidades de pH no recuperadas, en presencia Unicamente de
H,DIDS, no son significativamente distintas de cero en ratas normales, pero si lo son en ratas

con pancreatitis.
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Figura 71. Efecto del bloqueo de los transportadores pNBC1, NHE1 y AE sobre las unidades de
pH no recuperadas en conductos de ratas normales y ratas con pancreatitis aguda inducida por
ceruleina. Los conductos de ratas normales ([J) y con pancreatitis (H) fueron perfundidos en
ausencia de inhibidores (control; [J n=8, M n=10), en presencia de EIPA 3 uM ([ n=11; @ n=12), de
H.DIDS 500 yM (I n=10; @ n=9) o de EIPA 3 uM + H.DIDS 500 uM ([ n=10; M n=10). Los valores se
obtuvieron calculando la diferencia entre el pH; al inicio y al final del experimento y se expresan como
media + S.E.M. Los resultados del test de la + de Student se muestran como ** P< 0.01 con respecto a
los valores obtenidos en ratas normales.

En conductos pancredticos de raton se ha podido comprobar que la exposicion a forskolina, en
tampén HCO3, provoca una ligera acidificacién intracelular, de alrededor de 0.075 unidades
de pH.?*®> Aunque no disponemos de datos similares en células ductulares de la rata, conviene
mencionar que hasta la fecha no se ha encontrado ninglin tipo de diferencia entre los
mecanismos de secrecién de agua y electrolitos de ambas especies.®! Se cree que la ligera
acidificacién de las células ductulares del raton estimuladas con forskolina se debe al hecho
de que los mecanismos de salida del HCO5™ hacia el lumen del conducto no son el factor
limitante en los procesos de secrecidn, y que este factor limitante habria que buscarlo mds
|.255

bien en los mecanismos basolaterales encargados de la acumulacion de HCOj3™ en el citoso

Esto contrasta con lo observado en el cobaya, especie en la que los fendmenos de entrada y
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salida de HCO;3; de la célula se encuentran perfectamente acoplados, de forma que la
estimulacién con forskolina no provoca ninglin cambio apreciable en los valores de pH;.** De
acuerdo con esto, en los conductos pancredticos del ratén, y presumiblemente en los de la
rata, la estimulacién con forskolina provocard un incremento en el flujo de HCO3™ a través de
la membrana luminal, que estd asociado a una disminucion del pH (inferior a 0.1 unidades), y
que generard el gradiente quimico favorable para el funcionamiento de los transportadores
basolaterales responsables de la entrada de HCO5™ a la célula. Ademds, la despolarizacién de la
membrana basolateral, consecuencia del incremento de la conductancia anidnica de la
luminal ** también colaborard en el proceso, mejorando el gradiente eléctrico para el

funcionamiento del pNBC1.

Los resultados obtenidos en el andlisis de la recuperacién del pH; tras una carga dcida
muestran que, en contraste con la vuelta de esta variable a sus valores iniciales en conductos
de ratas normales, en ausencia de bloqueantes en el medio, en los procedentes de ratas con
pancreatitis se alcanzan valores finales que son significativamente menores que los iniciales;
en concreto la diferencia entre ambos es ligeramente superior a las 0.1 unidades de pH
(Figura 71). Hay que considerar que en el periodo final del experimento las células ductulares
de ratas con pancreatitis han llegado a los valores de pH; que se pueden esperar tras la
estimulacién con forskolina, y que estos valores no se recuperan hasta los iniciales (alrededor
de 7.4), a pesar de que se mantienen todas las condiciones necesarias para el correcto
funcionamiento de los transportadores basolaterales. En definitiva, estos resultados sugieren
la existencia de algin tipo de alteracién en los mecanismos basolaterales de transporte de
HCO5", consecuencia de la pancreatitis inducida por ceruleina, que los convierte en un factor
mds limitante para la secrecion de HCO3™ que en los conductos de ratas controles, y que estd
de acuerdo con nuestros resultados de secrecién dependiente de HCO3™ en conductos aislados

de estos animales.

En los experimentos de secrecion llegdbamos a la conclusién de que el responsable de la menor
secrecién dependiente de HCO3 en ratas con pancreatitis era el mal funcionamiento del
pNBC1. En presencia de EIPA en el medio de perfusion, el pH; al final del experimento fue
alrededor de 0.4 unidades de pH menor que el inicial: aunque las unidades de pH no

recuperadas fueron ligeramente superiores en los conductos de ratas con pancreatitis que en
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los de normales, no hubo diferencias significativas entre ambos grupos de animales. Pensamos
que estos resultados hay que interpretarlos considerando que, en células ductulares de ratas
normales, a pesar de la plena funcionalidad del pNBC1, el bloqueo del NHE1 impide que el pH;
se recupere hasta los valores iniciales, quedando la célula considerablemente acidificada al
final del experimento. Cualquier alteracién en el pNBC1 que impida su correcto funcionamiento
en un rango de pH cercano al fisiolégico seria indetectable en este tipo de protocolo
experimental. Sin embargo, esta alteracion si se podria poner de manifiesto cuando el pH;,

gracias a la actuacién combinada de NHE1 y pNBC1, fuese ya cercano al valor de partida.

4.5.2. Papel del pNBC1 en la recuperacion del pH; tras una carga dcida en células
ductulares pancredticas estimuladas con forskolina de ratas normales y ratas con

pancreatitis

En los experimentos de recuperacion del pH; tras una carga dcida descritos hasta el momento,
en los que utilizamos EIPA para bloquear la actividad del NHE1, cabe la posibilidad de que
parte de la recuperacion, en principio atribuible al pNBC1, se deba en realidad a la actividad
del intercambiador aniénico basolateral (AE) que, en estas condiciones, con los gradientes de
concentracion tan alterados, podria invertir su funcionamiento, permitiendo la entrada a la
célula de HCO3™ en intercambio por CI°, que saldria al medio extracelular. Este mecanismo
podria enmascarar las eventuales alteraciones en la funcién del pNBCl. Asi pues, en los
siguientes experimentos de medida del pH; en conductos pancredticos de ratas normales y con
pancreatitis, decidimos afiadir bumetanida 30 uM al medio de perfusién. En estas condiciones,
el bloqueo del cotransportador NKCC1 evitard la acumulacién de CI™ en la célula y, por lo tanto,
la posibilidad de que el AE mantenga su funcionamiento inverso y colabore en la recuperacién

del pH..

Por otra parte, las alteraciones observadas en los experimentos de secrecion de fluido
dependiente de HCOj3™ aparecian tras su estimulacion con forskolina. Ya hemos mencionado la
posibilidad de que la capacidad secretora reducida, a través del pNBC1, sea atribuible a un
defecto en algin mecanismo de activacién de este cotransportador por la elevacion en el
CAMP:; si este fuese el caso, ese defecto no se pondria de manifiesto en los experimentos de

medida del pH; descritos en el apartado anterior, realizados en ausencia de estimulacion. Por
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este motivo, ademds de afiadir bumetanida, en los siguientes protocolos estimulamos los

conductos, perfundiéndolos con forskolina 5 uM durante todo el experimento.

En los registros representativos del pH; obtenidos en conductos pancredticos aislados de
ratas normales (Figura 72A) y con pancreatitis (Figura 72B) observamos que, en presencia de
forskolina y bumetanida (situacidn control para estos experimentos) se produce una rdpida

recuperacién del pH; hasta valores cercanos a los iniciales.

8.00

7754 Normal

7.50

pH;
7.254

7.00
6.754

6.50-

8007 B

Pancreatitis
7.759 ceruleina

7.504
pH;

7.254

7.004

6.754

6.50- | Bumetanida 30 M

Forskolina 5 pM
HCO,~ | NH,* | HCO, sin Na* | HCO;~

s e B B B S ]
0 5 10 15

Tiempo (min)

Figura 72. Efecto de la inhibicion del cotransportador NKCC1 sobre la recuperacion de una carga
écida en conductos estimulados con forskolina, aislados de ratas normales y de ratas con
pancreatitis aguda inducida por ceruleina. Registros de los cambios en el pH;de un conducto de rata
normal (A) y de un conducto de rata con pancreatitis (B), estimulados con forskolina 5 uM, tras un
pulso de NH4Cl y la perfusién en ausencia de Na’, en presencia de bumetanida 30 pM. Los registros son
representativos de un total de 10 experimentos en ratas normales y 10 en ratas con pancreatitis.

En los registros representativos se observa que la recuperacién del pH; es menor cuando la

perfusion se realiza en presencia de EIPA 3 pM que cuando los conductos se tratan con
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bumetanida y forskolina en ausencia de este bloqueante (Figura 73). El efecto del EIPA sobre
la recuperacién del pH; en estas condiciones experimentales se observa tanto en conductos de

ratas normales como en los de ratas con pancreatitis.
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Figura 73. Efecto de la inhibicién de los transportadores NKCC1 y NHE1 sobre la recuperacién
de una carga dcida en conductos estimulados con forskolina, aislados de ratas normales y de
ratas con pancreatitis aguda inducida por ceruleina. Registros de los cambios en el pH; de un
conducto de rata normal (A) y de un conducto de rata con pancreatitis (B), estimulados con forskolina
5 pM, tras un pulso de NH4Cl y la perfusién en ausencia de Na’, en presencia de bumetanida 30 pM +
EIPA 3 uM. Los registros son representativos de un fotal de 11 experimentos en ratas normales y 12
en ratas con pancreatitis.

En la Figura 74 se representa la velocidad de recuperacién del pH; (unidades de pH-min™) en
ratas normales y con pancreatitis, en situacion control (conductos perfundidos con bumetanida
y forskolina) y en presencia de EIPA (conductos perfundidos con bumetanida + EIPA y
forskolina). Se observa que, en presencia de EIPA, la pendiente de la recuperacion del pH; es

mucho menor que en su ausencia, tanto en los conductos de ratas normales como en los de
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ratas con pancreatitis. El andlisis estadistico de los resultados muestra que no existen

diferencias significativas entre los dos grupos de animales.
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Figura 74. Efecto de la inhibicién del intercambiador NHE1 sobre la velocidad de la recuperacion
del pH; tras una carga dcida en conductos estimulados con forskolina, aislados de ratas normales
y de ratas con pancreatitis aguda inducida por ceruleina, en los que se mantiene bloqueado el
cotransportador NKCC1. Los conductos de ratas normales ([J) y con pancreatitis (H) fueron
estimulados con forskolina 5 yM y la recuperacién del pH; se analizé en presencia de bumetanida 30 uM
(control; [J n=10, M n=10) o en presencia de bumetanida 30 uM + EIPA 3 uM (EIPA; [ n=11, @ n=12).
Los valores se expresan como media + S.E.M. de la pendiente de recuperacién del pH..

La presencia de bumetanida y forskolina no provocé hingln cambio significativo en la velocidad
de recuperacion del pHi, en comparacién con los datos obtenidos en ausencia de estas
sustancias (Figura 71), ni en conductos de ratas normales ni en los de ratas con pancreatitis.
Esto se observa tanto en los experimentos realizados en ausencia de EIPA como en su
presencia. Estos resultados indican que la activacién de los mecanismos secretores por la
elevacién del cAMP no acelera los procesos de salida de H* y/o entrada de HCO3™ en respuesta
a la acidificacién del citosol. La falta de diferencias significativas entre las ratas normales y
las pancreatiticas sugiere que cualquier tipo de regulacién, por la via del cAMP, de los
transportadores implicados en estos procesos no estaria alterada como consecuencia de la
pancreatitis. Por otra parte, el hecho de que la presencia de bumetanida fampoco afecte a la
velocidad de recuperacion del pH;, en ninguno de los dos grupos de animales, parece indicar que
el intercambiador anidnico basolateral (AE) no contribuye significativamente en estos

procesos.
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Finalmente, analizamos las unidades de pH no recuperadas, en presencia o ausencia de EIPA, al
finalizar los experimentos (Figura 75). Se puede observar que las unidades de pH no
recuperadas fueron mayores en presencia de EIPA que en situacién control. Este efecto se
observa tanto en los conductos del grupo de ratas normales como en los del grupo
pancreatitis, no existiendo diferencias significativas entre ambos.
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Figura 75. Efecto de la inhibicién del intercambiador NHE1 sobre las unidades de pH no
recuperadas tras una carga dcida en conductos estimulados con forskolina, aislados de ratas
normales y de ratas con pancreatitis aguda inducida por ceruleina, en los que se mantiene
bloqueado el cotransportador NKCC1. Los conductos de ratas normales (1) y con pancreatitis (H)
fueron estimulados con forskolina 5 yM y la recuperacién del pH; se analizé en presencia de
bumetanida 30 pM (control; [1 n=10, M n=10) o en presencia de bumetanida 30 yM + EIPA 3 uM (EIPA;
[ n=11, M@ n=12). Los valores se obtuvieron calculando la diferencia entre el pH; al inicio y al final del
experimento y se expresan como media £ S.E.M.

Llama la atencién que, en conductos de ratas normales perfundidos con forskolina y
bumetanida, en ausencia de EIPA, la diferencia entre los valores medios iniciales y finales de
pHi sea de 0.168 + 0.014 unidades. Esto contrasta con los resultados obtenidos en ausencia de
estas sustancias (Figura 71), en los que la recuperacion del pH; era casi completa, con una
diferencia de tan solo 0.019 + 0.016 unidades de pH. Las diferencias entre estos valores son
altamente significativas, de acuerdo con el test de la t de Student. La explicacién de este
resultado hay que buscarla en el hecho, ya mencionado, de que el tratamiento con forskolina
induce una ligera y gradual acidificacién en las células ductulares pancredticas del ratén,® y

muy probablemente en las de la rata. Desde este punto de vista, el pH; se recupera, pero no

195



Resultados y Discusion

llega a alcanzar los valores iniciales debido a la accién de la forskolina, que estd presente en el

medio de perfusidn durante todo el experimento.

No observamos, en estas condiciones experimentales (presencia de forskolina y bumetanida),
ninguna diferencia significativa entre las unidades de pH no recuperadas en los conductos
procedentes de ratas normales y de ratas con pancreatitis inducida por ceruleina; esto es asi
tanto en ausencia de EIPA como en su presencia. En ausencia de EIPA, en los conductos de
ratas pancreatiticas, los valores finales de pH fueron muy similares a los que habiamos
obtenido en ausencia de forskolina y bumetanida (Figura 71), es decir, asi como en los
conductos de ratas normales el tratamiento con forskolina evita la recuperacién de los valores
basales de pH;, en los de ratas con pancreatitis se alcanzan los mismos valores que en
conductos no estimulados. En los experimentos en conductos no estimulados, sugeriamos que
esta falta de recuperacion de los valores iniciales de pH; en conductos de ratas con
pancreatitis se debian a alguna alteracion en el funcionamiento del pNBC1 en el rango
fisioldgico de pH; en los resultados en conductos estimulados, esta posibilidad sigue siendo
vdlida, aunque puede quedar enmascarada por el efecto de la forskolina. Al igual que sucedia
en los conductos ho estimulados perfundidos en presencia de EIPA, también en este caso el
bloqueo del NHE1 impide la recuperacién del pH; hasta valores cercanos a los fisioldgicos, no
existiendo tampoco en este caso diferencias entre ratas normales y con pancreatitis. De
nuevo, fenemos que pensar que a esos valores de pH; no se manifiesta ningln tipo de alteracién
en la funcién del pNBC1, sin que podamos descartar que estas alteraciones influyan en su
capacidad para transportar HCO;3; hacia el citosol a valores de pH; superiores a,

aproximadamente, 7.3.

En definitiva, nuestros resultados de secrecion de fluido en conductos de ratas con
pancreatitis inducida por ceruleina mostraban una reduccién significativa en la secrecién
dependiente de HCO3™ mediada por la actividad del pNBC1. Los experimentos de andlisis de los
cambios en el pH; nos permiten considerar que es muy improbable que exista una reduccién en
la cantidad de pNBC1 funcional en la membrana basolateral de las células ductulares de
animales con esta patologia. Por otra parte, los estudios en conductos estimulados permiten
poner en duda que haya algtn tipo de alteracién en los hipotéticos mecanismos de activacién de

pNBC1 por el cAMP. Asi pues, debemos centrarnos en nuestra tercera hipétesis, consistente
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en algln efecto indirecto, mediado por cambios en el gradiente electroquimico a favor del cual

funciona este cotransportador electrogénico.

El gradiente quimico, es decir, la diferencia en la concentracion de HCO5™ a ambos lados de la
membrana basolateral, no parece sufrir ningdn tipo de cambio en los conductos de ratas con
pancreatitis. La concentracion de HCO3;™ en el medio de perfusién estd fijada en 25 mM, y
nuestros resultados indican que no existe ningln tipo de diferencia apreciable en los valores
de pH; entre células ductulares de ratas normales y ratas con pancreatitis, ni en situacion de

reposo ni tras la estimulacién con forskolina.

El cotransportador pNBC1 es electrogénico, y su estequiometria es INa":2HCO3", es decir, el
resultado neto de su actividad es la entrada a la célula de una carga negativa. De hecho, el
pNBC1 es el tnico mecanismo electrogénico implicado en la acumulacién de HCO3™ en el interior
de las células de los conductos. Esta caracteristica del transportador implica que su actividad
se verd favorecida por la despolarizacién de la membrana basolateral, fendmeno que se ha
descrito en respuesta a la estimulacion de las células ductulares con diversos agonistas,
incluyendo la secretina.'**#**?% Asi pues, planteamos como hipétesis que la menor secrecidn
dependiente de HCO3™ que observamos en los conductos de ratas con pancreatitis inducida por
ceruleina puede ser una consecuencia indirecta de alteraciones en el potencial de membrana
de las células ductulares pancredticas, asociadas a esta patologia y que, presumiblemente,
implican una menor despolarizacién de la membrana basolateral en respuesta a estimulos que

actdan por la via del cAMP.

Sea cual sea el mecanismo responsable de estas alteraciones, lo cierto es que hemos
comprobado que la pancreatitis inducida por ceruleina estd asociada a una menor secrecion de
HCOj3™ en los conductos pancredticos. De huevo confirmamos que la funcionalidad de las células
ductulares del pdncreas exocrino de la rata estd alterada como consecuencia de la
pancreatitis aguda. Si estas alteraciones son una de las muchas consecuencias de esta
enfermedad o estdn implicadas en sus mecanismos fisiopatoldgicos serd objeto de futuras

investigaciones.
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Conclusiones

En las células ductulares pancredticas de los ratones carentes de CFTR existe algin
mecanismo de transporte epitelial capaz de mantener la secrecién de HCO;™ hacia el lumen

de los conductos.

. La secrecion en respuesta al aumento de los niveles de cAMP en células ductulares del
pdncreas del ratén estd mediada parcialmente por la proteina cinasa A, cuya accién no se
ejerce Unicamente sobre la proteina CFTR. Ademds, parte de los efectos del cAMP cursan

por mecanhismos independientes de la proteina cinasa A.

. La activacién por el cAMP de la ruta intracelular iniciada por su union a las proteinas Epac
potencia la respuesta secretora al carbacol, un agonista colinérgico, en conductos

pancredticos aislados del raton.

. El incremento en la concentracién de cAMP, en las células ductulares pancredticas de
ratones carentes de CFTR, puede provocar la activacion de una conductancia anidnica,
cuyas caracteristicas biofisicas no se corresponden con las de ninguno de los canales

aniédnicos identificados en este tipo celular.

. La secrecion enzimdtica de las células acinares pancredticas de ratones carentes de CFTR
estd reducida, tanto en situacién basal como tras la estimulacion con secretagogos que
acttian elevando el Ca* citosélico libre. Este efecto no depende de alteraciones en la

homeostasis intracelular del Ca®".

. La pancreatitis aguda inducida por L-arginina en la rata anula la capacidad secretora de los

conductos pancredticos.

. La pancreatitis aguda inducida por la hiperestimulacién con ceruleina en la rata altera la
secrecion ductular pancredtica, reduciendo de manera selectiva la secrecién dependiente
de HCO;"; este efecto estd mediado por una menor entrada de este anidn a la célula a

través del cotransportador pNBC1 basolateral.
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