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RESUMEN

En esta tesis se ha estudiado las modificaciones que
se producen en glicoconjugados de la superficie basal de cé&-
lulas acinares de parbtida de ratdn en relacién a procesos co
mo secrecidn y proliferacidn celular, mediante la deteccidn y
cuantificacifn de residuos de azficares utilizando los siguien
tes procedimientos: 1) deteccidn citoquimica con lectinas uni
das a ferritina; 2) determinaci®n quimica y, 3) determinacién
isotbpica con lectina-radioactivas.

El anflisis de los residuos de monosac&ridos en la
superficie basal de las c€lulas acinares se realizé en culti-
vo de acinos aislados de parbtida de ratén. Estos acinos con
servan por al menos 48 hr sus caracterfsticas morfolbgicas y
funcionales. La estimulacién £in v.{ifro con agonistas B-adrenér
gicos y colinérgicos revela que las cglﬁlas acinares conser-
van la capacidad de secretar o-amilasa y de recuperar los ni
veles normales de concentracifén intracelular de esta enzima.
Esta situaciéﬂ demuestra que los receptores se encuentran in
tactos y que la cé€lula esti metabblicamente activa.

Los glicoconjugados de la superficie basal de las cé&-
lulas acinares de parétidas no estimuladas,analizadas con lec
tinas especificas, presentan residuos de manosa y de &cido
siflico terminales. ILa distribucibn de gré&nulos de ferritina,
después de la incubacifn con A-Fer, indica que los residuos

de manosa se encuentran a lo largo de toda la superficie
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celular y a variables distancias de la membrana plasmitica.
Mientras tanto, la distribucién de grdnulos de ferritina, des
pués de la incubacién con WGA-Fer, indica que los residuos de
dcido siflico se distribuyen en forma discontfinua o de parche.
En ambos casos, la distribucibén de gré&nulos de ferritina y por
lo tanto de los residuos de monosacdridos, es independiente de
la temperatura.

La induccidn de secrecidn en el animal entero con iso-
proterenol (IPR) & pilocarpina (PIL) provoca una pérdida de re
siduos de manosa de la superficie basal de las células acinares
de la pardtida. Lo mismo se observa cuando IPR se aplica a aci
nos £An v{trno; ésto implica una accifn directa del agonista B-
adrenérgico sobre la superficie celular. Sin embargo, en estas
condiciones PIL induce escasa secrecidn y no produce pérdida de
residuos de manosa de la superficie basal, lo gue sugiere que
esta droga actfia en el animal entero a través del sistema simpd
tico.

La secrecifén provocada por ambos agonistas, cuando se in
yectan en el animal entero, se acompana de un aumento en la reac
tividad de la superficie basal de las cé&lulas acinares a ligarse
con WGA-Fer y a WGA-3H. La distribucidn de residuos de &cido sid
lico se presenta continua. La estimulacién 4n vifro de acinos
con IPR induce los mismos cambios en los residuos de 4cido sifli-
co, que los descritos en acinos estimulados en el animal entero.
Sin embargo, la estimulacién in vifro con PIL, no modifica la
distribucidén ni la cantidad de residuos de @&cido siflico ex-

puestos en la superficie basal de 1las células
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acinares. Esta observacibén sugiere, nuevamente, que este ago
nista estimula la parétida del animal completo a través del
sistema simp&tico.

Cuando las células acinares de pardtida son estimula-
das en el animal completo a secretar y proliferar con una do-
sis alta de IPR, se detectan residuos de manosa en la superfi

cie basal, los que se distribuyen en un solo plano continuo,

adyacente a la membrana plasmdtica. Bajo estas condiciones, se

observa una drédstica disminucidén en el contenido de residuos

de &cido siflico terminal en la superficie basal de las célu-

las acinares. En consecuencia, la aparicién de residuos termi

nales de manosa después de inducir secrecibn y proliferacidn

celular puede explicarse por exposicidn de residuos subtermina

“les de manosa como resultado de la salida de &cido sidlico ter

minal.

La pérdida de residuos de monosac8ridos, como resulta-
do de la accidn directa de IPR sobre la superficie basal de
las células acinares, sugiere la presencia de glicosidasas
y su activacidn por el agonista. Mecanismos enzimdticos
de este tipo pueden estar involucrados en la regulacidn de
los procesos de secrecidn y proliferacidén celular. En este
contexto, las modificaciones en la membrana plasmdtica basal,
debidos a la accibn de este agonista, pueden ser una etapa
fundamental en la iniciacidén de los procesos de secrecibn Y

proliferacidn celular.
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ABSTRACT

Changes in glycoconjugates of the basal surface of
mouse parotid cells, during induced secretion and cell prolif-
eration, have been studied. For this purpose, carbohydrate
residues have been qualitatively and quantitatively analyzed
by the following procedures: 1) cytochemical labelling by
ferritin-bound lectins; 2) biochemical procedures and 3)
isotopic labelling by radioactive lectins. These studies
were carried out on free acini maintained in culture. Under
these conditions, the structural and functional integrity of
the acini is preserved for at least 48 hours.

In vitno stimulation by B-adrenergic or cholinergic
agonists showed, that acinar cells are able to secrete a-
amylase and then to restablish a level of enzyme activity which
resembles that of non-stimulated cells. These results indicate
that receptors seem to remain unaltered and cells metabolically
active. Glycoconjugates at the basal surface of acini obtained
from non-stimulated glands, and incubated with specific ferritin-
bound lectins, exhibit terminal residues of both mannose and
sialic acid. Distribution of ferritin granules, after incubation
in ConA-Fer,indicates that mannose residues lie along the cell
surface at several distances from the plasmalemma. Meanwhile,
distribution of ferritin granules, after incubation in WGA-Fer,

shows that sialic acid residues have a discontinuous or patchy
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distribution. In both cases, the distribution of ferritin,
and therefore that of the residues, is independent of tem-
perature changes.

Stimulation of secretioh by isoproterenol (IPR) or
pilocarpine {(PIL), in the complete animal, provokes loss of
mannose residues from the basal surface of the acinar cells.
The fact that the same effect is observed after in vitro
stimulation by isoproterenol suggests, that this agonist acts
directly on the cell surface. On the contrary, £{n vitro
stimulation by PIL provokes scanty secretion and mannose
residues are not lost from the basal surface. This suggests,
that in the complete animal, PIL acts through the sympathetic
nervous system. On the other hand, stimulation of secretion
by both agonists in the complete animal is accompanied by
increase in the binding of WGA-Fer and WGA-®H to receptors of
the basal surface of acinar cells. in this case, the distrib-
ution of ferritin granules turns continuous. Stimulation_ of
acini by IPR, both {n v.itro as well as in whole animal, induces
the same changes. However, 4in vitro stimulation by PIL modify
neither the distribution nor the amount of sialic acid residues
exposed at the basal surface of the acinar cells. This
observation, once again, suggests that in the whole animal PIL
stimulates the parotid gland via the sympathetic nervous system.

After stimulation of secretion and proliferation, by

injection of high doses of IPR, the pattern of distribution of
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ferritin granules indicates, that mannose residues lie in a
single continuous row throughout the basal surface of the
acinar cells. Therefore, it seems likely that removal of
terminal sialic acid residues allows exposure of subterminal
mannose residues.

Release of monosaccharide residues, from the glycocalyx
of the basal plasmalemma, suggests that IPR activates local
gljcosidases. An enzymatic mechanisms of this sort, that
modifies the composition of the sugar residues along the cell

surface, may well be involved in the mechanism that triggers

secretion and cell proliferation.




I. INTRODUCCION

La membrana plasmitica es un agregado de macromolécu
las fundamentalmente anfip&ticas. Los fosfolipidos son los
compoﬂéntes b&sicos, constituyendo una bicapa con sus extre
mos polares hacia afuera y su regidn hidrof6bica en el inte-
rior. Esta bicapa de fosfolipidos se localiza en la interfa
se medio externo - medio intracelular y tiene inmersa en e-
llas proteinas integrales que atraviesan la bicapa 6 protei-
nas periféricas que interaccionan con los extremos polares de
los fosfolfpidos (Singer y Nicolson, 1972}.

Algunas protefnas integrales o periféricas y algunos
fosfolfpidos, llevan unida covalentemente una cadena de az@-
cares (oligosacérido). Esta unifn generalmente es de tipo
N-glicosfdico, donde el grupo amino es aportado por el amino
fcido asparragina. El enlace O-glicosidico, en el que el grg:
po hidroxilo puede provenir de una serina, treonina o h;dro—
xilisina es menos frecuente (Corfield y Schauer, 1979 ,Hubbard
vy Robbins, 1979}). El ocligosacdrido siempre se orienta hacia
el lado externo de la célula.

La presencia de carbohidratos s6lo hacia el lado ex-
tracelular confiere asimetrfa a la membrana plasmitica, carac

terfstica b&sica para muchas de las funciones gue alll se'de

sarrollan.



Los oligosacdridos de glicoprotefnas o glicolipidos,
las regiones de protefnas periféricas externas a la cé€lula y
las cabezas polares de los fosfolfpidos, constituyen en con-
junto la superficie celular. Los oligosacdridos en especial
conforman el glicocaliz de la célula.

La presencia de este glicocaliz es muy importante pa
ra todas las c&lulas. A este nivel se registran funciones
de reconocimiento molecular, como es el caso de la interac-
cién antfgeno-anticuerpo. Un ejemplo de este tipo lo encon-
tramos en los antfgenos ABO, presentes en la membrana plasmé
tica de los gl6bulos rojos y de otras células. Estos antfge
nos se caracterizan por tener la porcibén polipeptidica en
com@in y s6lo difieren en un residuos de azficar (Watkins, 1966;
Gibblett, 1969). Esta leve diferencia en un residuo de mono-
sacirido confiere a la membrana plasmitica especificidad y a
la célula, individualidad.

La cadena polipeptfdica de estos antIgenos'(ABO) es
el producto de un solo gen (gen H). Por el contrario, en la
sfntesis del oligosacdrido participan diferentes glicosiltrans
ferasas con alta especificidad de sustrato, cada una controla-
da por genes diferentes (Wtkins, 1966; Gibblett, 1969). Consi
derando este hecho, Kalckar (1965) postulé que la naturaleza
de los carbohidratos presentes en la superficie de una célula
estarfa controlada genéticamente.

En general, los carbohidratos como componentes mé&s

externos de la membrana plasm&tica estarfan modulando dos




grupos de funciones. Las primeras son aquellas relacionadas
con la interaccifn y/o recepcifn de una sehal externa. Las
segundas, consecuencias de las primeras, se refieren a la
traduccif6n de esa sefial en un mensaje que puede ser interpre
tado por la cé&lula. Asf, los monosacdridos que conforman la
superficie celular pueden actuar como sensores de anticuer-
pos, hormonas, toxinas, interferones y agentes infecciosos
(Edelman, 1976-77; Sharon, 1977; Rodriguez-Boulan y Sabatini;
1978; Fudemberg, 1978; Hughes y Sharon, 1978). Su presencia
puede también definir la vida media de c€lulas en el torren-
te sanguineo (Jancik y Shauer, 1974); el estado de diferencia
cifén en gque se en;uentre la cé&lula (Skutelsky y Bayer, 1983),
y su paso de un estado de reposo proliferativo al ciclo de di
visién celular (Vaheri y col., 1972; Noonan y col., 1973; LG
pez y Galanti, 1976; Nilsson, 1382; Enrich y col., 1983).

Un carbohidrato que estd presente en la gran mayoria:
de las cé&lulas es el &cido siflico. La superficie celular
presenta un alto contenido de este residuo {aproximadamente
66%); s6lo pequefias cantidades de este monosacdrido (aproxi-
madamente 16%) se ha encontrado en otras fracciones subcelu-
lares, con excepcifén de lisosomas (Glick, 1971).

El &cido siflico ocupa una posicifn terminal en el
oligosacdrido del cual forma parte. Presenta grupos aniéni-
cos con un pKa &cido (pKa - 2.6), encontrandose completamen-

te deprotonado a pH fisiol6gico. Esta caracteristica



ponfiere carga negativa a la superficie de las c€lulas que
contienen este carbohidrato (Jagues, 1977).

Skutelsky y Bayer en 1983, postularon que el &cido
sidlico de la superficie celular desempeflarfia un rol protec
tor, enmascarando sitios cripticos gue podrfan ser residuos
de otrés azficares u otros sitios antigénicos. Al respecto,
Jancik y Shauer, (1974) demostraron qﬁe el dcido si&lico de
las membranas de eritrocitos estaba involucrado en el con-
trol de su vida media. Asf, despué€s de un tratamiento con
neuraminidasa, los eritrocitos desaparecfan de la circulacitn
dentro de las 24 hrs, siendo absorbidos y destruidos por las
cé&lulas del sistema retfculo-endotelial del higado o© bazo.
Estos antecedentes concuerdan con los del grupo de Skutelsky
y col. (1970, 76), guiénes analizaron el contenido de &cido
siflico de la superficie de eritrocitos de conejo durante su
" diferenciacifn. Los resultados muestran que el contenido de
4cido siflico en la superficie de los eritrocitos es diferen
te en distintos estados de diferenciacién., Hay disminucibn
acentuada de este carbohidrato en los perfodos finales de la
vida de esta c&lula. Por el contrario, estos autores encuen
tran que el contenido de galactosa aumenta en la superficie
de eritrocitos cuando avanza el proceso de diferenciacifbn,
(skutelsky y Bayer, 1983). Este resultado es esperable ya

que com@inmente las glicoproteinas de membranas plasméiticas

1levan &cido sidlico en posicifn terminal y galactosa en




posicifn subterminal.

El dcido  siflico se ha encontrado estrechamente re
lacionado al proceso de proliferacifn celular. Diversos au-
torés coinciden en proponer una disminucifn de este carbohi-
drato en una etapa temprana de la transicifn reposo prolife-
rativo - proliferacibn celular. Los estimulos empleados son
diversos. Asf, Vaheri y col. (1972) y Nilsson y col. (1982}
aplicando neuraminidasa a cé&lulas en cultivo; LOpez y Galan-
ti (1976), estimulando cé&lulas acinares de par6tidas de ra-
té6n con un agonista B-adrenérgico y Enrich y col. (1983) ,por
hepatectomfa parcial observaron una relacifn entre desiali
lacién de la superficie celular y estimulacidn de la sinte-
sis de DNA nuclear. Estos hechos sugieren que ei &cido si&-
lico podria formar parte de moléculas de la superficie que
participarfan en la transmisibn del estimulo que induce divi
sién celular.

Por otra parte, el &cido siflico y la galactosa es-
t&n presentes en el receptor de la insulina. Cuatrecasas e
Illiano (1971) y Rosenthal y Fain (1981), demostraron que la
pérdida de estos azficares de la superficie celular anula tan
to la interacci®dn de la hormona al receptor como la respues-
ta de la c€lula a la hormona. Recientemente se ha demostra-
do gue la insulina estimula el crecimiento celular; por tan-
to, estos azficares estarfan participando ademds, en el creci

miento normal de la cé8lula, a través de su interaccidn con




insulina (Baserga, 1984).

En 1980, Mayiié—Pheninger y Jamieson demostraron que
la expresién de monosac&ridos en la superficie de cé€lulas a-
cinares, centroacinares y endoacinares del p&ncreas, estd
temporalmente correlacionada con la diferenciacién de estas
c&lulas. Cada tipo celular present6 un patrén de monosacdri
dos en su superficie. Las cé&lulas acinares a los 19 dias
post~gestaci6bn, presentaban todos los organelos de una célu-
la secretora exocrina. 8in embargo, la respuesta secretora
solamente se present6 entre los dfas 20-21, concomitante a
la aparicién en la superficie de estas células de residuos
fucosilos. Estos resultados demuestran claramente que exis-
te una relacifén temporal entre la aparicifn de residuos fuco .
silos y la sensibilidad a secretagogos de cé&lulas acinares de
pancreas de cobayo.

Desde el punto de vista de sus componentes macromole
culares, la membrana plasmética de la gran mayorfa de las c&
lulas, especialmente aqué€llas que forman un tejido, no es un
contfnuo homogéneo. Asi, la membrana plasmitica de cé&lulas
epiteliales presenta sectores con diferente composicifn mole
cular. A su vez, esta regionalizacifén molecular se correspon
derfa con la organizacifn en compartimentos estructurales tf
picos de estas células (De Camilli, 1974-76; Wisher y Evans,

1975; Meldolesi y col., 1975; Morré y col., 1977; Boulan vy



y Sabatini, 1978; Carpentier, 1979; Kirby y Parr, 1979; Evans
1980; Barazzone y col,., 1980; Simionescu y col., 1983, entre
otros).

En general, los estudios sobre la distribucifn de car
bohidratos en c€lulas epiteliales no han mostrado una sectori
zacitn de estos residuos en compartimentos. Probablemente
&sto se debe, a las técnicas empleadas en la identificacidn
de estos residuos y al procedimiento de disociacifn al que se
someten los tejidos. Asi, las técnicas de identificacidn dé
carbohidratos en la superficie celular han sido dirigidas a
la deteccibn de grupos funcionales (1,2 glicol) y no a la bfis
queda de un monosacdrido en especial (Rambourg, 1969; Thiéry
y Rambourg, 1974; Alliende y col., 1978). Cuando se ha em
pleado sustancias especfficas, como lectinas, se han utiliza
do células epiteliales aisladas (Amakawa y Barka, 1975;
Maylié-Pheniﬁger y Jamieson, 1979). Al respecto, Pisam y Ri
poche (1976), investigaron la distribucifn de polisac&ridos
de la superficie de cé&lulas epiteliales de vejiga, a diferen
tes tiempos después de la disociacifn. Los resultados mos
traron una distribucién diferencial de los polisacéridos a
tiempos muy cortos después de la disociacidn. Posteriormen-
te, se produce redistribucibn de éstos desde la porcifn api-

cal de la'cgé&lula, a la basolateral. A tiempos m&s largos,

la distribucibn es contfinua sobre toda la superficie.



Observaciones ultraestructurales de cé€lulas acinares
de parStida han mostrado que la membrana plasmitica se en-
cuentra regionalizada eh una zona apical y otra basolateral,
delimitadas por las uniones estrechas. Esta regionalizacién
de la membrana plasm&tica se correlaciona con la distribucitn
polarizada de sus componentes subcelulares, la gque a su vez
esti relacionada con el procesc vectorial de secrecifbn que ©
curre en estas cé€lulas (Parks, 1961; 1962; De Camilli y col.,
1976; Simson, 1968; Amsterdam ¥ col., 1969; Palade, 1975;.
Hopkins, 1979).

Asf, los secretagogos estimularfan receptores ubica-
dos en la superficie basal, induciendo exocitosis de los gré
nulos de secrecidn en el polo apical de la célula. Estimulos
p-adrenérgicos provocan la descarga de gr&nulos de secrecifn
(salida de o- amilasa y de otras enzimas contenidas en los
grédnulos) mientras que agonistas o - adrenérgicos y colinér-
gicos provocan principalmente flujo de agua y electrolitos
(Schramm y col., 1974; Mangos y col., 1975 b y c; Petersen -y
col., 1977).

El isoproterenol es una catecolamina sint&tica B -
adrenérgica gue provoca en la gléndula parbtida de ratfn dis
minucién del contenido de o-amilasa y/o proliferaci6n celu-
jar. T.a induccibn de uno o de ambos procesos, depende de la

dosis administrada al animal (Sans y Galanti, 1979; Santos,

1979; Alliende y col., 1977-78-79). La pilocarpina es una




droga coling&rgica que produce s6lo secrecifn, bdsicamente a-
cuosa (Santos y col., 1979; Alliende y col., 1979).

Se ha observadec que la induccifn de secrecifn en la
par6tida por isoproterenol y pilocarpina, modifica el conte-
nido de carbohidratos neutros y aminados de una fraccifn en-
riguecida en membranas plasmiticas (LSpez y Galanti, 1976).
En estas condiciones, tambi&n se observan cambios en los an-
tigenos de histocompatibilidad (H-2) de la superficieﬂde’las
células acinares, modificaci6n inducida por exocitosis :de
gr&nulos de secrecib6n (Santos, 1979).

Con una dosis alta de isoproterenol (0.67 umoles/g
peso corporal), se ha observado una cafda de aproximadamente
el 50% en el contenido de &cido sidlico de una fraccién en-
rigquecida en membrana plasmidtica de parStida de ratén (LOpez
1976; LSpez y Galanti, 1976; Rivera, 1978; Rivera y Galanti,
1982). Los polisacdridos de la superficie de estas c€lulas
adoptan una distribucién diferente a la de la c€lula no es-
timulada, aunque s6lo temporalmente, probablemente debido a
la secrecidn masiva de los gr&nulos de secrecibn (Alliende y
col., 1976, 78).

Si bien estos resultados muestran gue hay componentes
de la membrana plasmitica que se pierden cuando se induce se
crecibn y/o proliferacién celular, no existe una informacifn
precisa respecto a la regifn de la superficie celular donde

ocurren estos cambios y sobre el tipo de carbohidratos
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implicado en ellos.

Afn m4s, la membrana plasmédtica basal de estas celu-
las es la regi6n donde llegan las terminaciones nerviosas re
lacionadas con los receptores adrenérgicos y colinérgicos,
como también los capilares. Por lo antes expuesto, resulta
interesante estudiar los cambios que ocurren en glicoconjuga
dos &cidos, neutros y b&sicos de la superficie basal de la
célula acinar de la par6tida, en relacifén a los procesos de
secrecifn y proliferacién celular.

Los receptores B-adrenérgicos de la par6tida serfan
de tipo B; aungue no se ha descartado la presencia de recep-
tores B, (Au y col., 1972). Esta clasificacibtn ha sido defi
nida en base a la especificidad de interaccidn de receptores
con una amplia variedad de agonistas. B&sicamente, recepto-
res B; presentan igual afinidad por adrenalina y noradrenali
na, mientras que los receptores g exhiben alta afinidad pa-
ra adrenalina (Houslay, 1984). De los estudios de purifica-
ci6n de estos receptores no hay antecedentes sobre la presen
cia de carbohidratos en ellos (Schorr y col., 1982; Cerione
y col., 1983).

La estimulacién de secrecifn a través del sistema §-
adrenérgico involucra activacién del receptor respectivo, es
timulacién de adenilato ciclasa, producci6n de AMP ciclico,
activacitn de protefna gquinasas y subsecuentemente salida de

protefnas de secrecibn como o-amilasa (Spearman y Butcher,
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1981, 82a; Spearman y col., 1982b). Sin embargo, se ha visto
que este mismo circuito no seria el gue funciona cuando se
estimula proliferacién celular. Asi, andlogos de catecolami-
nas que no estimulan la produccién de AMP ciIclico inducen pro
liferacién celular en parStida de ratfn (Durham y col., 1974b,
Durham y col., datos no publicados). Ademds, el uso combina-
do de agonistas y antagonistas inhibe la secrecibn sin impe-
dir la sintesis de ADN.

El conjunto de estos resultados ha llevado a postular
que la pérdida de &cido siflico contenido en moléculas inte-
grales de la membrana plasmdtica de las cé&lulas aciﬁares ac-
tuarfa como gatillo de la estimulacibn a proliferaci6bn celular
(Galanti, 1978; L6Spez, 1976; LOpez y Galanti, 1976; Rivera,
1978; Rivera y Galanti, 1982; LSpez y Durham, 1983).

En esta tesis se persiguen los siguientes objetivos
especificos: ‘ .

1. Desarrollar un sistema celular adecuado para estudiar la
presencia y la distribucifn de monosac&riéos en la super-

ficie basal de las c&lulas acinares de parb6tida de ratén.

2. Caracterizar morfol8gica y funcionalmente este sistema ce

lular.

3. Identificar residuos de manosa y/o glucosa, y de-&cido

siflico y/o N-acetil glucosamina en la superficie basal de
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células acinares provenientes de gl&ndulas no estimuladas.

4, Analizar la distribuci®n de los residuos de azficares an-

tes citados.

5. Estimar el contenido y estudiar la distribucitn de estos
residuos de carbohidratos después de estimular las célu-
las acinares a secretar y/o proliferar (4n vive e Ain vdi-

tro).
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II. MATERIALES Y METODOS

1. Compuestos quimicos

La timidina (metil-3H) 50 Ci/mmol 6 25 Ci/mmol y la
aglutinina de germen de trigo (WGA-N-acetil-®H) 1.5 mCi/mg,
se compraron en New England Nuclear, Boston, MA., USA. Con-
canavalina-A/Ferritina (Con-A/Fer) y aglutinina de germen de
trigo/Ferritina (WGA-Fer) se adquirieron en Polysciences,Inc.,
Warrington, PA., USA. El isoproterenol-HCl, (Clorhidrato de
1-(3-4-dihidroxifenil)-2-isopropilaminoetanol), la pilocarpi
na-HCl, la colagenasa tipo IV y el resto de los reactivos se
compraron en Sigma Chemical Corp., St. Louis, MO., USA. Los
reactivos empleados en microscopia electrfnica se adquirieron
en Ladd Res., Burlington, VE., USA. El medio Dulbecco Yy lé
solucifn Hanks se adgquirieron en Gibco Co., Grand Island, NY,
USA. El medio M-199 fue obsequiado por el Dr. Marco Perreta,

INTA, Universidad de Chile.

2. Animales

Se emple6 ratones A/Sn, machos, de 2-3 meses de edad,
mantenidos en un régimen de 14 hrs de luz y 10 hrs de os

curidad y alimentados ad-£Lbitum.
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3. Diseccifn y procesamiento de las parétidas

Los animales se sacrificaron por dislocacidn cervical.
La regibn anterior del cuello se limpi6 con alcohol-yodado. Se
disec6 la piel y se expuso la regién correspondiente a la gléan
dula par6tida. En esta zona se eliminS la grasa adherente vy
los ganglios linf&ticos adyacentes. Todo el proceso se reali-
z6 en condiciones de estricta esterilidad, bajo una campana de

flujo laminar, marca Envirco Clase II.

3.1 Disqgregacibn de la gl&ndula parStida en acinos. (Fig. 1)

3.1.1 Se inyectd la gléndula parGtida con 0.5 ml de solucién
de colagenasa (Sigma Tipo IV) a una concentracifn de 0.7 mg/ml

de Dulbecco en medio Hepes 25 mM, tamponado a pH 7.4.

3.1.2 ﬁas gl&ndulas distendidas se incubaron en 10 ml de la
misma solucifn enzimitica (5 gl&ndulas/10 ml) en un matraz

Erlenmeyer de 25 ml. La incubacifn se hizo por 15 min en ba-
fio termorregulable a 37°C, con agitacifén constante (120 osci-
laciones/min) y renovando cada 5 min una mezcla de 0,/CO> (5%/

95% respectivamente.

3.1.3 La suspensibn de acinos se dej6 decantar en el matraz
y posteriormente se descart6 el sobrenadante. El sedimento

se incub8 con 10 ml de la misma solucibn enzim&tica fresca,
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por 20 min, en las mismas condiciones aplicadas en el punto

3.1.2.

3.1.4 La suspensién de acinos obtenida en el segundo trata-
miento enzim&éico, se disgreg8 meclnicamente empleando una
pipeta Pasteur de 1 mm y luego otra de 0.6 mm de dismetro,
con punta flameada. Esta operacifn se realizf muy suavemen-
te. Se centrifugb a 130 x g por 5 min, se descart6 el sobre
nadante y el sedimento se lav$ tres veces con solucidn Hanks.
Todos estos procedimientos se realizaron a temperatura am-

biente.

-3.2 Homogeneizacibn

La suspensifn de acinos se homogeneizdé en 200 nul de

' tampén Bernfeld (tampén fosfato de sodio 0.02 M pH 6.9; NaCl
0.067 M) en un homogeneizador de vidrio, mediante 20 golpes
manuales. El homogeneizador se lavé con 180 ul del mismo
tampsn (5 golpes) y se mezclé con el homogeneizado inicial.

Todas estas operaciones se realizaron en hielo (Durham y Ga-

lanti, 1974a modificado).




FIGURA 1

ESQUEMA DE DISGREGACION DE LA GLANDULA PAROTIDA

Gl&ndula parstida

la. incubacidn en colagenasa
0.7 mg/ml en medio Dulbecco
: 37°C 0;/C0; 5/95 (%)

Lobulillos parotideos

2a. incubacifn en colagenasa
0.7 mg/ml en medio Dulbecco
37°C  02/C02 5/95 (%)

Agregados de acinos

Disgregacifn mec&nica, con pipe
tas Pasteur 1 mm ¥y 0.6 mm de did
metro. Centrifugacifn a 130 x g
5 minutos.

Sedimento de acinos

Lavados en solucifn Hanks por
centrifugacitn a 130 x g 5 min.
(3 veces)

Suspensién de acinos

le
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4. Administracitn de las drogas

4.1 En el animal entero

Todos los animales se mantuvieron en ayuno por 2 hrs
antes de iniciar el experimento, con acceso libre al agua.
Las drogas se inyectaron en un volumen total de 0.2 ml por

vfa intraperitoneal, de la siguiente manera:

4.1.1 Isoproterenol (IPR) 1.5 nmoles/g de peso corporal en
solucifn salina. En estas condiciones la droga induce la se
crecifn de aproximadamente el 50% del contenido de c-amila-
sa presente en cé€lulas acinares de la parStida de ratfn (San

tos, 1979}).

4.1.2 1Isoproterenol 0.45 umoles/g de peso corporal en solu-
ci6n salina. Con esta d6sis la droga induce la secrecibn de
aproximadamente un 95% del contenido de o- amilasa de la pa-
r6tida de rat6n. Ademds, estimula sintesis de ADN y divisién
celular en las células acinares de &sta gl&ndula (Santos,

1879).

4.1.3 Pilocarpina (PIL) 0.27 mmoles/g de peso corporal en so
lucibn salina. Pilocarpina induce secrecifn de aproximadamen

te 70% de o-amilasa presente en cé€lulas acinares de la
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parbtida de rat6n (Santos, 1979).
Los controles reciben 0.2 ml de solucifn salina (NaCl

0.154 M).

4.2 En acinos aislados

Acinos obtenidos seglin se describe en el punto 3.1
se preincubaron por 30 min en medio Dulbecco 6 M-199 a 37°C,
antes de aplicar el estfmulo. La incubacién de la suspensibn
de acinos con las drogas 6 con timidina tritiada, se llev6 a
cabo en placas Falcon (3001) de 35 x 10 mm, conteniendo 2 ml
de la suspensién de acinos, en un incubador con atmésfera de
aire/CO, (95%/5%), (Forma Scientific, Modelo 3157), manteni
do a 37°C. Las d?oéas se agregaron al medio de incubacibn

de la siguiente manera:

4,2.1 Isoproterenol: Se agregf directamente al medio de in-
cubacifn conteniendo acinos, a la concentracifn de 107° M
(respuesta secretora similar a la obtenida 4{n vivo con IPR
0.45 pmoles/g de peso corporal medida con actividad de a-
amilasa remanente)o la concentracidn de 1078 u (respuesta se

cretora similar a la obtenida {m v{vo con IPR 1.5 nmoles/g

de peso corporal).
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4.2.2 Pilocarpina: se agregd directamente al medio de incu
bacifn conteniendo acinos, a la concentracién de 10_3 M, con

la que se obtuvo una respuesta secretora moderada.

Los agonistas se mantuvieron en suspensifén de acinos
por 30 minutos. Luego &€stos se lavaron 3 veces en solucién
de Hanks, centrifugando cada vez a 630 x g por 5 minutos. Pos
teriormente los acinos se colocaron en medio fresco (Dulbecco
6 M-199 y se continué la incubacién sin agonistas, tomando
muestras a diferentes tiempos. Para cada droga y en cada tiem

po, se tomaron muestras en triplicado.

5. Determinaciones guimicas

5.1 Acido sidlico

5.1.1 Extraccibn enzim&tica

Suspensiones de acinos provenientes de glandulas pa
ré6tidas de animales estimulados por 2 hrs con IPR 0.45 pymoles
6 1.5 pmoles/g de peso corporal 6 PIL 0,27 pmoles/g de peso
corporal 6 inyectados s6lo con solucibn salina, se centrifuga
ron a 130 ®x g por 10 minutos. Cada sedimento se resuspendid
en 450 ul de la solucidén enzimitica (30 U de neuraminidasa de
Vibnio chofenae en 1 ml de tampSn acetato de sodio 0.1 M pH

5.2}.
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La incubacifn se realiz6 en un bafioc de agua a 37° C
durante 30 min con agitacifin constante (60 oscilaciones por
minuto). En forma paralela se incubaron muestras sin neura-
minidasa con el objeto de medir actividad enzimdtica endbge-
na. Cumplido el tiempo de incubaci6n, cada suspensibn se cen
trifugé a 1.000 -x g por 10 min, conservando tanto los sobre-
nadantes como los sedimentos.

En los sobrenadantes se determiné directamente el &-
cido siflico. Los sedimentos se homogeneizaron como se des-
cribi® en 3.2. En 1 ml se determind el contenido de ADN y
en otra alicuota se realizé hidr6lisis en H,S0y 0.5 N a 80°C
por 1 hora. Despuds de centrifugar a 1.000 x g por 10 min,

se determind el &cido siflico en el scobrenadante.

5.1.2 Determinacifn del conteniﬁo de &Scido siflico

Sobre alicuotas de 200 ul, de los sobrenadantes de
las hidr&lisis enzim&tica v gquimica, obtenidos como se indi-
ca en 5.1.1, se agregd 20 pl de H,S0; 1 N y 50 pl de &cido
pery6dico (&cido pery6dico 25 mM disuelto en HCl 125 mM) .

Se mezclsd e incub8 en un bafio de agua a 37°C por 30 minutos.
A continuacién se agreg6 40 ul de arsenito de sodio 2% di-
suelto en HCl1l 0.5 N, se mezcld y se dej6 a temperatura ambien

te hasta que el color amarillo desaparecif6. Luego, se agreg6
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400 pl de &cido tiobarbitfirico (ATB) 0.1 M pH 9.0 y se hir-
vi6 por 2.5 minutos. Al cabo de este tiempo se enfrié en
agua-hielo. Finalmente, se extrajo el cromfgeno con 1 ml
de butanol/HCl1 (95/5 v/v) y se recuperf la fase org&nica
por centrifugacién a 1.500 x g por 5 minutos. En ella se
midié la densidad O6ptica a 549 nm (Schimadzu UV-190). La
curva de calibracién se hizo con N-acetilneuramfnico. Los
resultados se expresaron como upg de &cido siflico liberado

por mg de ADN celular. Se aplic6 la técnica de Warren (1959).

5.1.3 Uni6n de &cido siflico a WGA-N (acetil-3H)

Unién de acinos provenientes de gl&ndulas par6tida
de animales estimulados por 2 hrs con IPR (0.45 umoles 6
145 ﬁmoles/g de peso corporal) 6 PIL (0.27 umoles/g de pe-
so corporal) 6 no estimulados (s6lo recibieron NaCl 0.154
M), se centrifugaron a 130 x g por 10 minutos. El sedimen
to se resuspendid en tamp6én PBS pH 7.2 (Na,HPO, 0.0082 M;
KH,PO, 0.0075 M; NaCl 0.137 M; KCL 0.003 M) y se recentri
fugé a 130 x g por 10 minutos. Esta operacifn se repitié
tres veces. Luego se incubaron los acinos con 1.35 puCi de
WGA - N(acetil-3H) /250 ul de PBS por 30 min a 20°C. Se cen
trifugé cada muestra a 130 x g por 5 minutos. El sedimento

se lav6 cinco veces, resuspendiéndolo en PBS y centrifugando




a 130 x g por 5 minutos cada vez. Los sobrenadantes de cada
lavado se guardaron separados del primer sobrenadante. El
sedimento se homogeneizf en PBS como se describif en 3.2.
Alicuotas de 500 pl del homogeneizado se mezclaron con 500
pl de NaOH 1 N y se incub8 a 60°C por 30 minutos. Luego se
midi6 la radiocactividad en 500 pl de este hidrolizado alcali
no, neutralizado con 100 pl de HC1l concentrado y disuelto en
10 ml de un lfigquido de centelleo (PPO 0.5% y POPOP 0.05% en
Tritén X-100: Xileno, 1:2 v/v). La radiocactividad se midi6
en espectrfmetro Beckman LC-100 con'una eficiencia de 59%.
En otra alicuota de 1 ml del homogeneizado, se extrajo el
ADN y se determin6 su contenido. Los resultados se expresa-
ron en cpm de WGA-N(acetil-3H) unido por 100 pg de ADN celu-"
lar.

Las determinaciones de proteina,ADN y actividad de

o-amilasa aparecen en el Ap&ndice de Materiales y Mé&todos.

6. Observaciones morfolSgicas

6.1 Exclusi6n de azul tripén

En un portaobjeto se coloct una gota de la suspensién
de acinos y se agregS una gota de azul trip&n 0.4% en NaCl
0.154 M. Se coloct cubreobjeto y se observ6é al microscopio

6ptico. El azul trip&n es un colorante muy polar y por 1lo




tanto, s6lo penetra a las c€lulas que presentan dafio a nivel

de su membrana plasm&tica (Mangos y col., 1975).

6.2 Microscopia Sptica y microscopfa electrfnica de transmi-

sibn

Alicuotas de la suspensidn de acinos, se lavaron con
tampbn cacodilato 0.1 M pH 7.4 y se fijaron en glutaraldehi-
do 2% en el tampbn indicado, durante 30 minutos. Se lavs en
el mismo tampdn por 3 veces. Se post-fijf en tetrSxido de
osmio 1%, empleando el mismo tampén. La fijacifn y la post-
fijacibn se realizaron a temperatura ambiente. Después de
la post-fijacibn, los acinos se lavaron y se deshidrataron
en etanol, en concentraciones crecientes. Se impregné en eta
nol-Epdn (l:1, 1:2, 1:3 v/v, respectivamente) durante 1 hr
en cada solucibn, a temperatura ambiente. Se incluy6 en Ep&n
y se dejb toda la noche a 37°C y luegc 48 hrs a 60°C. Los
bloques se cortaron coﬁ cuchilla de vidrio en un ultramicré-
tomo Porter-Blum MT-2. Cortes de 1 pm se tifieron en una solu
cion de azul de toluidina 1% en tetraborato de sodio 1%
(Chandra y Shelton, 1964). Estos cortes se obsérvaron en un
microscopio O6ptico. Cortes finos se contrastaron en solu-
cién de acetato de uranilo al 5% en agua destilada y deioni-

zada, durante 30 min y con citrato de plomo segfin la té&cnica
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de Reynolds (1963). Las observaciones se realizan en un mi-
croscopio electrfnico de transmisibn Zeiss Modelo ME-109 vy

Phillips M300.

7. Marcacibn de la superficie de células acinares con técni-

cas citogqufmicas

7.1 Deteccifn del estado de las uniones estrechas con lanta-

no

Esta té€cnica s6lo se realiz6 con el objeto de probar
la hermeticidad de las uniones estrechas y con ello, la inte
gridad de los acinos.

La suspensifén de acinos provenientes de animales no
estimulados, se lavl6 en tampbn S'-colidina 0.1 M pH 7.8, que
contiene silicato de sodio 0.026% y nitrato de lantano 2%.

Se centrifugd a 130 x g por 3 minutos; esta operacifn se re-
piti6 3 veces. El sedimento se fij6 en glutaraldehido 2,5%
en el tampbébn colidina, durante 12 hrs a 4°C. Posteriormente,
se centrifugd a 130 x g por 5 minutos. El sedimento se re-
suspendif en el mismo tampbén, se centrifugé a 130 x g por 5
minutos a temperatura ambiente y se post-fij6 en tetr6xido de
osmio 1% disuelto en el mismo tamp&n colidina, durante 2 hrs

a temperatura ambiente (Martinez-Palomo, 1971).
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Al cabo de este tiempo se lavé en el tampén 3 veces
por 15 min cada vez, sedimentando cada vez a 130 x g por 5
minutos. Posteriormente, se deshidratf en etanol en concen-
traciones crecientes. Luego se impregn$ en etanol/Epén (1:1,
1:2, 1:3 v/v) y se incluy6 en Ep6n. Cortes finos se obtuvie
ron en un ultramicrétomo Porter-Blum MT-2 y se observaron

sin tinci6n de contraste.

7.2 Deteccibn de residuos de monosacdridos de la superficie

basolateral de cé€lulas acinares

Para este estudio se emplef lectinas vegetales, que
identifican residuos de monosac&ridos que ocupan una posicién
terminal en un oligosacdrido (Sharon, 1977). Considerando
que las lectinas son protefnas (o glicoprotefnas), es necesa
rio unirlas a marcadores para visualizarlas con el microsco-
pio electrfnico de transmisibén. En esta tesis se emplel lec
tina unida covalentemente a ferritina (Nicolson y Singer,
1971) y la técnica que emplea lectina y peroxidasa (Bernhardy

Avrameas, 1971).
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7.2.1 Deteccibn de manosa y/o glucosa con Con-A-Peroxidasa

Acinos provenientes de glandula par6tida de animales
estimulados o no estimulados, se lavaron en tamp6n PBS pH
7.4 durante 5 min a temperatura ambiente, por centrifugacién
a 130 x g por 5 minutos. El sedimento se resuspendi6 en una
solucidn con Con-A 50 pg/ml en tamp6n PBS y se incub6 duran
te 15 min a 20°C. Después de centrifugar, el sedimento se
lav6é 3 veces en tampbébn PBS y se post-incubd en una solucién
de peroxidasa 50 pg/ml en el mismo tampén por 15 min a 20°C.
Luego, el mismo sedimento se lav6 3 veces con PBS y los aci-
nos se fijaron en glutaraldehido 2.5% en PBS, durante 30 min
a temperatura ambiente. Al cabo de este tiempo, los acinos
se lavaron nuevamente en PBS y se incubaron por 15 min a
20°C en 3,3'-diaminobenzidina (DAB) 500 uyg/ml en tamp&n Tris
0.1 M pH 7.5. Por cada 5 ml de tamp6n se agreg6 50 ul de
per6xido de hidr&geno de 30 v.

Posteriormente, los acinos se lavaron 3 veces en tam
p6n Tris 0.1 M pH 7.4 y se post-fijaron en tetré6xido de osmio
1% en PBS por 1 hr a 20°C. Después de cada lavado, las centri
fugaciones se efectuaron a 130 x g por 5 minutos. Finalmente,
se deshidrat6 en etanol, se impregn6 en etanol-Ep6n y se in-

cluy6 en EpOn.
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7.2.2 Deteccibn de manosa y/o glucosa con Con-A/Ferritina

Acinos provenientes de glé&ndula par6tida de animales
tratados y no tratados, se lavaron en tampfn Tris 0.005 M;
NaCl 0.154 M; CaCl, 0.001 M; pH 7.1, durante 5 min a tempera
tura ambiente. Se centrifugé a 130 x g por 5 minutos. El
sedimento se resuspendif en una solucién de Con-A-Fer. 50
ug/ml en el mismo tampén antes descrito, durante 30 min a
20°C. Posteriormente, se lavaron 3 veces en el tampbn y se
fijaron en glutaraldehfido 2.5% en tamp6n cacodilato 0.1 M
pH 7.4, durante 30 min a 20°C. Después de lavar 3 veces en
el tamp6n empleado para fijar, se post-fijaron en tetrdxido
de osmio 1% en el mismo tampén, por 1 hr a 20°C. Posterior-
mente, se lavaron en cacodilato, se deshidrataron en etanol
y Se procesaron para su observacién al microscopio electréni
co de transmisibn. Después de cada lavado, las centrifuga-

ciones se efectuaron a 130 x g por 5 minutos.

7.2.3 Detecci6n de &cido siflico y/o N-acetilglucosamina con

WGA-Fer

Acinos provenientes de gl&ndulas parbtidas de anima-
les estimulados o no estimulados se lavaron 3 veces en PBS
pH 7.4 a temperatura ambiente. Se incubaron en WGA-Fer 80

pg/ml en PBS y se fijaron en glutaraldehfdo 2,5% en tampén
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cacodilato 0.1 M pH 7.4 durante 30 min a temperatura ambien-
te. Despu€s de lavar 3 veces en el mismo tampSn empleado en
la fijaci6én, se post-fijaron en tetr6xido de osmio 1% en tam
pSn cacodilato 0.1 M pH 7.4. Posteriormente, se procesaron
en la misma forma ya descrita en el punto 7.2.2. Despué&s de
cada lavado, las centrifugaciones se efectuaron a 130 x g

por 5 minutos.

7.2.4 Deteccitin de monosacdridos subterminales

Acinos provenientes de gliandulas parétidas de anima-
les estimulados con IPR 1.5 nmoles/g de peso corporal y no
estimulados (s6lo recibieron NaCl 0.154 M), se trataton con
neuraminidasa como se indica en 5.1.1. Con este tratamiento
se elimina el &cido sidlico de los componenfes de la superfi
cie celular y se exponen los residuos de otros monosaclridos.
Para detectar algunos de ellos se aplic6 la té&cnica de Con A/
Peroxidasa descrita en el punto 7.2.1. Paralelamente, aci-
nos provenientes de parttidas de animales estimulados in viveo
con IPR 0.45 umoles 6 1.5 nmoles/g de peso corporal o no esti

mulados, fueron sometidos a la misma té&cnica citogqufmica.
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8. Controles de la reaccifn citoqufimica

8.1 Inhibicifn competitiva

Se empleS o~ D-manosa y/o o-D-glucosa como inhibido
res competitivos de la reaccifn Concanavalina-A monosac&ridos
expuestos en la superficie celular. Con el mismo objeto, se
utilizé &cido N-acetilneuramfnico & N-acetilglucosamina como
inhibidores de la reaccifn entre WGA y residuos expuestos en
la superficie celular.

Las lectinas en las concentraciones indicadas ante-
riormente y los monosacfiridos disueltos en los tampones co-
rrespondientes en concentracién 0.1 M, se preincubaron por
30 min a 20°C. Posteriormente, a esta solucidén se agregd
suspensidn de acinos y sée incub8 en las condiciones ya des-
critas. Despu&s de esta segunda incubacibn, los acinos se
procesaron parxa ser 'observados alimicrpscopio electr6nico de

transmisi®n.

8.2 Hidr6lisis enzim&tica

B.2.1 Hidr6lisis de residuos de &cido si&lico

Acinos provenientes de gl&ndulas parStidas de anima-

les no estimulados o estimulados 2 hr antes con IPR (.45
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pmoles/g de peso corporal, se incubaron en una solucién de’
neuraminidasa de Vibaio cholenrae, 30 U/ml de tampSn acetato
0.1 M pH 5.2, La incubacibn se realiz8 en un bajfio de agua
a 37°C por 30 min, con agitacidn constante (60 oscilaciones
por minuto)}. Al cabo de este perfodo, la suspensifn de aci-
nos se centrifug6 a 130 x g por 5 minutos y se lavé 3 veces
en PBS pH 7.4. Luego, se procedil en la forma descrita en

7.2.3.

8.2.2 Digestibn de residuos de manosa

Los acinos provenientes de glindulas parStidas de a-
nimales no estimulados ¢ estimulados 2 hr antes con IPR
0.45 umoles/g de peso corporal, se incubaron en una solucifn
de o -D-manosidasa, 2 U/200 pl de tampén acetato de sodio
0.1 M pH 4.5. Se incubf.a 25°C por 60 min, con agitacidn
constante, 60 osc./min. Posteriormente, 1la suspensibén de a-
cinos se centrifugd a 130 x g por 5 min, se lavé 3 veces en
PBS pH 7.2 y finalmente, se procedif de acuerdo a lo descri-

toen 7.2.2.
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ITI. RESULTADOS

Caracterizacién de los acinos aislados de gldndula

par6tida de ratén

Aspectos estructurales y ultraestructurales de las cé€lulas

no estimuladas. La suspensibn de acinos representa una po-

blaci6n heterogénea. En un corte de 1 uym de espesor, tenido
con azul de toluidina, se encuentran acinos libres (Fig. 2-a)
o en agregados (Figs. 2-b, ¢ y d).

Las células acinares mantienen su forma piramidal vy
su polaridad morfoldgica. El ndcleo dispuesto en la regibn
basal de la célula presenta una forma esférica, con un didme
tro aproximado de 4,5 pym. Se aprecia masas de cromatina den
sa asociadas a la envoltura nuclear, y algunos nucléolos
(Figs. 2-c y d).

Los grdnulos de secrecibn se disponen hacia la por
cibén apical de la célula acinar, tomando en forma homogénea
el azul de toluidina. Este hecho sugiere una distribucién
también homogénea de cargas nagativas en su interior (Chandra
y Skelton, 1964).

En todos los acinos se destaca la superficie basal

de las cé&lulas acinares, que se presenta completamente ex-

puesta.




FIGURA 2

MORFOLOGIA DE ACINOS TENIDOS CON AZUL DE TOLUIDINA Y OBSERVADO

AL MICROSCOPIO OPTICO

a) Acino libre: células acinares conservan su polaridad mor fo
l6gica, ndcleo (N) en posicién basal, grd&nulos de secrecién

(GS) en el polo apical de la célula, ldmen (L) visible.

b) Dos acinos: cé€lulas acinares con caracterfsticas similares

a las descritas en a).

c y d) Mas de dos acinos: las flechas (t)indican la ubicacién

de nucléolost-

En todos los acinos se expone la superficie

basal (SB) de las cé&lulas acinares.

Todas las microfotograffas tienen el mismo aumento.
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En un corte fino, contrastado con acetato de uranilo
Yy citrato de plomo, se observan porciones de 3 células acina
res (Fig. 3-a). Se distingue el lumen al que confluyen las
cé€lulas que se asocian entre sfI en su extremo apical por
complejos de unifén. Se distingue un complejo de Golgi muy
poco desarrollado, que se sitda en posicibén supranuclear vy
estd formado por cisternas apiladas y vesfculas (Fig. 3-a).

Se observa la porcibdn de un ntcleo situado distal al
lumen y gré&nulos de secrecifn, distribuidos en la porcién a
pical de la célula. Estos conforman una poblacién heterogé
nea, donde predominan 2 tipos de gr&nulos bizonales, con una
banda m&s externa densa y un centro, menos denso; uno de es-
tos tipos tienen condensaciones densas en su interior. Un.
tercer tipo menos frecuente presenta una matriz homogénea vy
estd generalmente situado cerca del aparato de Golgi (Fig.
3-a). Tanto los grénulos bizonales como los homogéneos, han
sido descritos en parbtida de rata por Scott y Pease (1951);
Kurtz (1964) y Simson (1968; 1969) y en par6tida de ratbn
por Park (1961; 1962) y Alliende y col. (1978). Entre los
grdnulos de secrecibn y prb6ximos a la superficie apical se
ven escasos ribosomas libres (Fig. 3-b).

La superficie lateral se encuentra delimitada
en el dpice de cada célula por los complejos de unibn. Se i
pueden observar con cierta frecuencia desmosomas. Tanto las

superficies lateral y apical como la basal, presentan




FIGURA 3

CONSERVACION DE LA ESTRUCTURA DE LAS CELULAS ACINARES DE

PAROTIDA DE RATON

a) Porciones de 3 células que el ldmen (L), grdnulo de secre
cién (GS) en posicibn adluminal, sistema de Golgi («G+) y

parte de un nGcleo (N).

b) Una ampliacién de la microfotograffa a muestra con mis de-
talle microvellosidades de la superficie apical (m) en sec
cién transversal y una longitudinal donde se distingue mi
crofilamentos (mi). Ribosomas libres («RL») entre los grd
nulos de secrecifn, complejos de unién (CU), desmosomas

(D) .

c) Parte de la superficie lateral (SL) con microvellosidades

(m). E1 1limite basolateral muestra microvellosidades de tama-

fio variable (BL). ‘El retfculo endopldsmico rugoso (RER) mues

tra su ordenamiento caracteristico.

d) La superficie basal (SB) se presenta sin ldamina basal y
presenta microvellosidades de tamano variable.. El RER se
mantiene con las caracterfsticas normales de una célula
acinar. Esta microfotograffa tiene el mismo aumento que

la microtofografia o
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microvellosidades. Las microvellosidades de la superficie a
pical son numerosas y distribuidas en toda la superficie. En
un corte longitudinal de una de estas microvellosidades se
observan microfilamentos (Fig. 3-b). En la superficie late-
ral la distribucibn de las microvellosidades no es contfnua
a lo largo de ella, siendo numerosas en ciertos sectores pe-
ro no en otros (Figs. 3-a y cC).

En la porcifén basolateral las microvellosidades son
de tamano variable (Fig. 3-c). La superficie basal presenta
escasas microvellosidades, de mayor longitud y menor difmetro
que las apicales y laterales. Debido al procedimiento em-
pleado para obtener los acinos, en la superficie basal no se
observa l&mina basal (Fig. 3-d).

A diferencia de la porcién apical de las células,las
regiones citoplasmiticas contiguas a las superficie lateral
y basal no presentan ribosomas libres, sino un retfculo endo
plé&smico rugoso muy desarrollado. En este tipo celular el
RER tiene un ordenamiento caracterfstico, en cisternas gue
se disponen en forma paralela y contigua (Figs. 3-c y d).
Las mitocondrias mantienen su estructura (Fig. 3-c).

Uno de los objetivos de esta tesis es determinar la
distribucibn de residuos de manosa y &cido siflico en la su
perficie basal de las células acinares. Sin embargo, exis-
ten evidencias que danos producidos a nivel de las uniones

estrechas inducen redistribucién de polisac&ridos desde la
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superficie apical a la basolateral, en el plano de la membra
na plasmitica. Esta redistribucibén de polisacdridos se pro-
duce a tiempos muy cortos después de la disgregacién del epi
telio de la vejiga (Pisam y Ripoche, 1976).

En la Fig. 4-a se muestra uniones estrechas en buena
conservacidn, observéndose el aspecto trilaminar que forman
las membranas plasm&ticas de dos células contiguas. La im-
permeabilidad de estas uniones frente a trazadores opacos a
electrones se probé empleando hidr6xido de lantano. De 50
acinos analizados, todos presentan dep6sitos de lantano en
la superficie basal y lateral. No se encuentra trazador en
la unién estrecha. Aproximadamente un 90% de los acinos no
presentan lantano, decorando las microvellosidades del lumen,
s6lo un 10% de ellos aparecen marcados en esta regibn (Figs.
4-b y c). Sin embargo, afin en estos casos, la unién estrecha
se encuentra sin trazador, lo que sugiere que el lantano in
gresa al lumen por el ducto proximal. Este hecho indica que
la técnica de disgregaci6én de la gléndula parStida no dana
mayormente las uniones estrechas, las que se encuentran mor-
fol6gicamente intactas. Por lo tanto, no es esperable que
la disgregacién provoque reordenamiento importante de resi

duos de azficares en el plano de la membrana plasmitica.




a)

b)

c)

FIGURA 4

UNIONES ESTRECHAS: ULTRAESTRUCTURA Y HERMETICIDAD

Se observa con nitidez un complejo de unifén, con sus com-

ponentes bien conservados. La unién estrecha (UE) con su

configuracién trilaminar (+). E1l ldmen (L) presenta micro
vellosidades (m). Adyacente al lGmen se ven polisomas
(pt).

Células acinares tratadas con hidr6xido de lantano. La

superficie lateral (SL) muestra depbsitos de este trazador.
La flecha (%) indica zona cercana al l@men sin trazador
que corresponderfa a la ubicacién de la unibén estrecha. El
ldmen (L) muestra 2 microvellosidades (<m>) y ho presenta

lantano.

El lt@men (L) de un acino presenta la superficie apical con
depSsitos de lantano. La superficie lateral también se en
cuentra decorada con este trazador, excepto la regién co-

rrespondiente a la unifén estrecha (t). El aumento de es-

ta microfotograffa es el mismo de b).
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Anslisis funcional de las c€lulas acinares {n vi{thro

Secrecibn y resintesis de a-amilasa en acinos estimulados

con IPR &6 PIL. La determinaci6tn de o - amilasa remanente en

par6tida como una medida de secrecibn, después de aplicar se
cretagogos, est8 ampliamente fundamentada (Byrt, 1966; Barka
y col., 1975; Mangos y col., 1975b y c¢; Sans y Galanti, 1975-
79; Santos y Galanti, 1978). Esta enzima es uno de los prin
cipales componentes de los gr&nulos de secrecibn (Kraus vy
Mestecky, 1971; Tanaka y col., 1981). Igualmente cé€lulas a
cinares pierden gré&nulos de secrecifn después de estfmulos
apropiados (Simson, 1968, 69; Amsterdan, 1969; Alliende y
col., 1978).

Acinos estimulados 4{n v{tro con IPR 107° M 6 PIL
10_3 M se homogeneiza;on y la actividad de c-amilasa remanen
te en los acinos y el contenido de proteinas fue determinado.

En la Fig. 5 se muestran los resultados obtenidos.
La actividad especifica remanente de la enzima en los acinos
alcanza un minimo a los 30 min después de administrados 1los
agonistas, con PIL se observa recuperacibén de los valores con
troles hacia las 2 hrs mientras que con IPR se alcanza los
niveles de acinos no estimulados hacia las 6 horas. Emplean
do las mismas drogas en dosis que inducen s6lo secrecién en
el rat6n entero, se observa la misma tendencia (Santos y Ga-

lanti, 1976).
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FIG. 5. EFECTO DE ISORPOTERENOL Y PILOCARPINA SOBRE EL CONTENIDO DE
.0 ~AMILASA EN ACINOS ESTIMULADOS IN VITRO.

Los acinos se incubaron en medio minimo (Dulbecco) y se estimula
ron con IPR 10~° M (o o) y PIL 1073 M (e---e), los acinos controles
{no estimulados), recibieron solucién salina estéril (A---A). Al cabo
de 30 min se lavaron y se tomaron muestras a las 1/2, 2 y 6 hr después
de la estimulacidén. De los acinos no estimulados se tomaron muestras a
0, 1/2, 2 vy 6 hr después de agregar solucidn salina. Tanto los acinos
estimulados como los no estimulados se homogeneizaron y en una alicuota
se determind actividad de la enzima remanente en los acinos y en otra
se midid proteinas. (N = 4, determinaciones en triplicado).
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Empleando IPR 10 °

M, se observS un mf&ximo de secre
cidn hacia 1 h después de la estimulacion, sin recuperaci6n
de los niveles controles de actividad de la enzima en el tiem
po estudiado (24 hrs). Considerando que esta incubacifn es
prolongada y que se realiza en un medio mInimo, se repitid
este experimento empleando un medio enriquecido. En la Fig.
6 se muestran los resultados. La actividad remanente de la
enzima en los acinos alcanza un mfnimo de 1 hr después de a-
plicado el agonista. A las 6 hrs se aprecia una leve.. ten-
dencia a la recuperacifn, la que se logra a las 24 hrs, cuan
do los niveles de la enzima superan en un 33.6% el valor con
trol inicial (0 hr) y en un 16,2% el valor control final
(24 hrs).

De las Figs. 5 y 6 se desprende gue las células aci-
nares conservan la capacidad de responder a agonistas B-adre
n&rgicos y colinérgicos, reflejada en la p&rdida de o-amila
sa observada. Por otra parte, las c€lulas se encuentran me-
tabSlicamente activas por cuanto son capaces de recuperar los
niveles iniciales de la enzima. Ademis, el hecho que la in-
tensidad de la respuesta secretora depende de la dosis de ago
nista utilizada es otro paré&metro que indica el buen estado
funcional de los receptores.

Sin embargo, fue importante determinar la actividad

de los receptores en acinos incubados por 24 hrs en el medio

mfnimo y en el medio enriquecido.
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FIG. 6. EFECTO DE ISOPROTERENOL SOBRE EL CONTENIDO, DE o« -AMILASA
"EN ACINOS INCUBADOS EN MEDIO M-199 Y ESTIMULADOS IN VITRO.

Acinos aislados se incubaron en medio enriquecido (M-199) y se es
timularon con IPR 107> M {o_ o). Los acinos controles (no estimulados)
recibieron solucidn salina estéril (A---A). Se tomaron muestras de acinos
alas 0, 1/2, 1, 6 y 24 hrs. Los acinos se homogeneizaron y en una alicuo
ta se midid protefnas y en otra se determind la actividad de la enzima.

{N = 3 determinaciones en triplicado).




*

Muestras en triplicado de suspensidn de acinos se in
cubaron en Dulbecco o en M-19% durante 24 horas. Al cabo de
este periodo y a tiempo 0 se estimularon con IPR 107° M por
30 minutos. Los resultados se muestran en la Tabla I. A
tiempo 0 la actividad especifica de la enzima remanente es la
misma en ambos medios. Sin embargo, a las 24 hrs se observa
una disminucifn de aproximadamente un 60% en medio mfnimo,
mientras gue la actividad especifica de la enzima se mantie-
ne en medio M-199, Después de la estimulacién de los acinos
in vitrno, a tiempo 0 se observs que la actividad relativa de
la enzima cayf a los mismos niveles en ambos medios. Lo
mismo se observé cuando se estimularon con IPR acinos mante-
nidos 24 hrs en los medios de cultivo. Sin embargo, la res-
puesta gque se obtuvo en este caso fue claramente menor.

Es poco probable gue la caida de la actividad enzimi
tica remanente despuds de incubar 24 hrs en medio mfnimo pue
da atribuirse a muerte celular o a alteraciones morfolSgicas.
En efecto, controles morfolSgicos de viabilidad celular em-
pleando azul trip&n mostraron que un 95% de las cé&lulas aci-
nares excluyeron este colorante a las 24 horas. Por otra
parte, la estructura de la membrana plasm&tica no presentd
modificaciones. Por tanto, la disminucifn de la respuesta
secretora en acinos sometidos a incubaciones prolongadas po-

drfa deberse a una disminucién & a una alteracién de los re-

ceptores p-adrenérgicos de la membrana plasm&tica.
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Modificaciones estructurales en cf€lulas de acinosg estimulados

con IPR &6 PIL. Considerando que otro patrén de secreci6n es

la exocitosis de grénulos de secrecidn, paralelamente a la me
dicifn de los niveles de actividad de amilasa, se procesaron
muestras para su observacifén al microscopio electrénico de
transmisién.

En la Fig. 7 se observa que acinos estimulados con

3

IPR 10~ % M 6 PIL 10™° M muestran mixima degranulacién 30 min

después de administrados los agonistas (Figs. 7-a y c). Esto
. s
se correlaciona en el tiempo con la mixima secrecién de oFa

milasa descrita en la Fig. 5. Algunos de los grinulos de se
crecidn remanente después de la estimulacién con IPR 1078 u
6 PIL 21.0_3 M presentan aspecto homogéneao, mientras gque la
gran mayorfa corresponden a grdnulos bizonales, con caracte-
risticas diferentes de los que se encuentran en una cé&lula a
cinar no estimulada (zona periférica densa y zona central cla
ra). Este tipo de grénulos ha sido descrito por Mﬂng?F (1958)

en pancreas y pBr Castle y col. (1972), en parétida de conejo.

Segftin estos autores, corresponderfan a gr&nulos de secrecién

inmaduros.
Las cé€lulas acinares se degranularon totalmente 1 hr

t

después de la estimulacidn de los acinos 4in vitno con IPR

107 M (Fig. 7-b).




FIGURA 7

PATRON ESTRUCTURAL DE SECRECION. EXOCITOSIS DE GRANULOS

a)

b)

c)

DE SECRECION

Las células acinares tratadas {n v{i{fro IPR 10*6 M mues
tran grinulos de secrecibn remanentes (GS). ELl lumen
(L) levemente dilatados, conservan sus microvellosida-
des (m).

Las cé&lulas acinares tratadas 4n v{irc con IPR 107° M
No se distinguen gr&nulos de secrecién. El lumen (L)
muy dilatado y muy escasas microvellosidades (m).

Las células acinares tratadas 4n v{itre con PIL 10--3 M

presenta gr&nulos de secrecifn bizonales (GS), diferen

tes a los encontrados en células no estimuladas.

Todas las microfotograffas tienen el mismo aumento.
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El lumen de los acinos se observa poco dilatado y
conservando sus microvellosidades después de estfmulos que
no provocan exocitosis masiva (Figs. 7-a y c). Por el con-
trario, el lumen se dilata considerablemente, perdiéndose mu
chas de las microvellosidades, cuando la degranulacién es com
pleta (Fig. 7-b). Resultados similares se han observado 4n
vivo, estimuladno secrecidén con las mismas drogas (Alliende
y col., 1977, 1979).

Otro componente celular que sufre modificaciones es
el retfculo endopl&smico rugoso. En la Fig. 8-a se muestra
las caracterfsticas normales del RER que ya fueron descritas
en las Figs. 3-c y d. Las cisternas de este organelo se pre
sentan dilatadas después de incubar los acinos con agonistas
g-adrenérgicos y colinérgicos (Fig. 8-b). Esta dilatacién

fue mixima 30 min después de la incubacién con IPR 10”° M,

5

10"° M 6 PIL 10~° M, recuperédndose casi totalmente 1 hr des-

pués, excepto para la concentracifn mayor del agonista g-adre
nérgico. Una hora después de la estimulacién con IPR 107> M
se observé un aumento de ribosomas libres en la regibn apical
y basal de la célula. Es importante destacar que en células
no estimuladas esta filtima regién contiene escasos ribosomas
(Figs. 8-c y d).

Los cambios observados en el reticulo endopldsmico ru

goso también han sido encontrado en los estudios in vivo  (A-

lliende y col., 1977, 1979). La dilatacidn de las cisternas



FIGURA 8

MODIFICACIONES DEL RETICULO ENDOPLASMICO RUGOSO DESPUES DE LA

ESTIMULACION IN VITRO CON ISOPROTERENOL Y PILOCARPINA

a) Células acinares no estimuladas e incubadas por 30 min, pre-
sentan el RER muy desarrollado y ordenado en cisternas para-

lelas, una al lado de la otra.

6 5

b) Células acinares estimuladas {n v{fro con IPR 107" M 6 10°
M 6 PIL 10 M. Treinta minutos después de la estimulacién

se observé las cisternas del RER muy dilatadas.

c y d) Células acinares estimuladas in vitrno con IPR 107° M
muestran grandes zonas de ribosomas libres, tanto en la re-
gién cercana al lumen (c) como en la regibén basal de la cé-
lula (d). En d también se observan vesfIculas de baja densi

dad (V) a los electrones.

Todas las microtofograffas tienen el mismo aumento.
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de este componente celular, ademds ha sido observada cuando

se ha administrado {n v{ve cicloheximida. Este efecto se co
rrelaciona en el tiempo con perfodos de md&xima inhibicién de
la sintesis de proteinas, sin gue se observe aumento de ribo
somas libres. Estos s6lo se presentaron en los estudios 4n
vivo, después de administrar la dosis de IPR que ademds de
secrecién induce proliferacidén de las células acinares (A

lliende y col., 1979).

En la Fig. 8-d, se observan vesiculas que presentan
baja densidad a los electrones y gue se encuentran en la re-
gidén basal de las cé&lulas acinares estimuladas. Estas vesi-
culas han sido descritas después de la estimulacién {n vivo
con drogas tanto o y f-adrenérgicas como colinérgicas (Sim
son, 1968).

El nficleo es otro organelo que se modifica después
de la estimulacibn de las células acinares con IPR. Treinta

M 6

min o 1 h después de estimular los acinos con IPR 10~
10_5 M respectivamente (Figs. 9-c y d), los nlGcleos de las
c€lulas acinares presentan una distribucién de la cromatina
distinta a la de células no estimuladas o estimuladas con
PIL 10_3 M (Figs. 9-a y b). La cromatina densa aparece con
glomerada en bloques de mayor tamano gque en las células no
estimuladas. Como resultado del tratamiento con IPR el nrG-

cleo y nucléolo disminuyen de tamano y esto es mas evidente

cuando se emplea la concentracién mds alta del agonista.




Estas observaciones se correlacionan en el tiempo
con lo; perfodos de mixima respuesta secretora de estas cé-
lulas, descritas en la Figs. 5 y q.. La recuperacidn de los
niveles controles de o« - amilasa se obtienen a tiempos més
prolongados después de IPR 10~° M, perfodo én gue el nficleo
vy el nucléolp vuelven a su estructura original (Fig. 9-a).
Estos resultados sugieren gue los cambios manifestados en el
nGcleo gespuéq de estimular con IPR 107 ° M, podrfan indicar
una di?ginucién en actividad de transcripcifn.

vLas modificaciones morfolSgicas observadas en acinos
aislaéos y estimulados {in v{iro con los agonistas se correla

cionan con las variaciones en los niveles de o- amilasa fren

te a los mismos estimulos.
" . Asf, PIL 107°

—6 Eal
. M e IPR 10 M provocan una descarga
1]
parcial de los gr&nulos de secreciln, que coincide en su
T

magnitud y en el tiempo con la disminucifn en el pqn{enido
de ce-amilasa en esas condiciones. De la misma manera, IPR
1070 M provoca una descarga masiva de los grénu%os de secre
cién que nuevamente corresponde en el tiempo con una caida
vertical de a-amilasa.

La répida recuperacifn en los niveles de la enzima

3 6

M e IPR 10 ° M puede relacio-

observada después de PIL 10~
narse con el aspecto morfoldSgico menos alterado que presen-
tan las c&lulas acinares frente a estos estimulos. Esto es

especialmente notable en el caso de RER. Por el contrario,




FIGURA 9

NUCLEOS DE CELULAS ACINARES NO ESTIMULADAS Y ESTIMULADAS 1IN

a) El nGcleo de una célula acinar no estimulada, presenta cro

b)

c)

d)

VITRO CON ISOPROTERENOL Y PILOCARPINA

matina densa asociada a la membrana nuclear interna y al

nucléolo («C+). El nucléolo (n) presenta una estructura

fibrilo-granular.

El nGcleo de una cé&lula acinar estimulada 4n viftro con PIL
- |

10 M. No presenta modificaciones visibles respecto a lo

descrito en a).

El nficleo de una célula acinar estimulada {n vitho con IPR
10"° M. Treinta minutos después presenta un aumento apa-
rente de la cromatina densa, especialmente la asociada al
nucléolo (*). El nucleflo se observa mids compacto que el

nucléolo de las cé€lulas no estimuladas & estimuladas con

|
PIL 10 M.

El nficleo de una célula acinar estimulada 4m v{fro con IPR

107° M. Una hora después presenta acentuada las

caracteristicas descritas en c).

Todas las microfotograffas tienen el mismo aumento.
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la recuperacibn m&s lenta de los niveles de o -amilasa des-

pués de estimular los acinos con IPR 10>

M puede relacionar
se con . los cambios en la organizacidén del RER y del ni-
cleo, producido por este mismo estimulo. Resultados simila-
res se han observado en gldndulas parStidas de animales esti
mulados 4n v4ve con los mismos agonistas (Alliende y col.,
1977; Santos y Galanti, 1978).

Considerando la respuesta de los acinos aislados a
los agonistas, la recuperacién de los niveles de o-amilasa
después de la estimulacién, la relacibén entre concentracién
de agonista y magnitud de la respuesta secretora,como también
las modificaciones ultraestructurales observadas y su recupe
racib6n en el tiempo, sumado todo €sto a la estricta correla-
cibn en animales estimulados 4{n v{ive, se concluye que la pre

paracibn de acinos aislados representa un sistema celular a

decuado para los estudios propuestos en esta tesis.

Incorporacién de timidina tritiada (TdR-3H) en acinos estimu

lados n v4i{tro con isoproterenol. Acinos aislados se incu-
5

baron durante 30 min con IPR 10 ° M en medio M-199. Cada 5
hrs, después de la estimulacién se dio un pulso de TdR-3H por
30 minutos. En la Fig. 10, se observa un aumento en la incor
poracidn de TdR-*H desde las 10 hrs, que se mantiene hasta el

final del experimento. Este resultado sugiere que la concen

tracién de IPR que induce secrecifn masiva, provoca ademés,
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FIG. 10. INCORPORACION DE TIMIDINA TRITIADA (TdR—BH) EN ACINOS ESTIMULA-
DOS CON ISOPROTERENOL.

Acinos aislados se incubaron en medio M-199 y se estimularon
con IPR 107° M (o o) durante 30 minutos. Los acinos no estimulados
recibieron solucidn salina estéril. Cada 5 hr (5, 10, 15, 20 y 25 hr)
se dio un pulso de TdR-3H por 30 minutos. Luego, los acinos se cen-
trifugaron, se lavaron y se homogeneizaron. En una alicuota del homo-
geneizado se midi6 la radioactividad y en otra se determind el conteni
do de ADN celular. (N = 3, determinaciones en triplicado). -
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estimulacidn de la sintesis de ADN en los acinos aislados.
Resultados similares se han obtenido por estimulacitn
£in vivo de las gl&ndulas pardtidas de ratén con este agonis-
ta. En efecto, s6lo dosis que provocan descarga masiva de
a—amilasa inducen sintesis de ADN en cé€lulas acinares de la
par6tida (Sans y Galanti, 1979).
Estos hechos nuevamente indican que la preparacifn
de acinos aislados responde {n viiro a la estimulacidn con
agonistas de manera similar a lo observado cuando &stos se

aplican al animal entero.

Caracterizacién citoquimica de la superficie basal

de las cé€lulas acinares no estimuladas

Identificacidn. de residuos de manosa y/o glucosa. En la

Fig. ll-a se mhéstra parte de la superficie basal de una cé€
lula acinar iﬁ?ubada con ConA-Fer. Se observa una gran can
tidad de partiéulas de ferritina, distribuidas en for@a con-
t;nqa y formando una capa de aproximadamente 30 nm de espe-~
s;r. EEsta distribuci6tn sugiere que los receptores de Con-A
que pértenecen a glicoproteinas o glicolipidos de la membra-
na plasmdtica se disponen en varios niveles. Esta imagen se

observ® tanto cuando la incubacisdn de los acinos con la ConA-

Fer se hizo a 20°C como cuando se realiz6 a 37°C. En 1ll-b y

c se muestra la superficie basal despu&s de una incubacifn

Ny e~ e




FIGURA 11

IDENTIFICACION DE RESIDUOS DE MANOSA Y/O GLUCOSA EN LA

SUPERFICIE BASAL DE CELULAS NO ESTIMULADAS

a) Los acinos aislados se incubaron en Con-A/Fer. Las par-
ticulas de ferritina (t) se distribuyen en forma contfnua
en toda la superficie basal, ocupando un espesor aproxima

do de 30 nm.

b) Los acinos se preincuban con a -D-manosidasa como se des-
cribe en Materiales y Métodos. Luego se incuban con Con-
A/Fer. La accidn de la enzima eliminé totalmente la rea-

tividad de Con-A por su receptor.

c) Antes de incubar los acinos, se mezcld Con-A/Fer con a -D-
manosa durante 30 minutos. Esta mezcla se agreg6 luego
a los acinos. Al igual que en ¢ no se observ6 reactividad

a Con-A.

Todas las microfotograffias tienen el mismo aumento.
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previa con manosidasa o manosa 0.1 M, respectivamente. Am-
bos tratamientos eliminaron la reactividad de la superficie
basal por la Con-A, lo que sugiere que los receptores iden-

tificados por esta lectina corresponden a o - D-manosa.

Identificacifn de residuos de dcido sidlico y/o N-acetil-

glucosamina. La lectina empleada en esta identificacién fue

la aglutinina de german de trigo (WGA) unida covalentemente
a ferritina (WGA-Fer), que se incub6 a 20°C con acinos aisla
dos y no fijados.

En la Fig. 12-a se muestra una parte de la superfi-
cie basal de una célula acinar incubada con WGA-Fer. Las
partfculas de ferritina se encuentran distribuidas en par-
ches a lo largo de esta superficie; se observa también gran
reactividad en las digitaciones basales. Cuando la incuba-
cifén de acinos con lectina se realiz6 a 4°C se obtuvo un re-
sultado similar (no mostrado).

En 12-b y ¢ se muestra la superficie basal de célu-
las acinares gque se incubaron con neuraminidasa, o con &dcido
sidlico 0.1 M, respectivamente. En ambos casos hay pérdida
de la reactividad, a WGA, lo gue sugiere que los receptores
que reconoce esta lectina en la superficie basal de estas cé

lulas corresponde a residuos de &cido si&lico.




FIGURA 12

IDENTIFICACION DE RESIDUOS DE ACIDO SIALICO Y/O N - ACETIL

GLUCOSAMINA EN LA SUPERFICIE BASAL DE CELULAS NO ESTIMULADAS

a) Acinos de par6tidas no estimuladas se incubaron con WGA-
Fer. Las partfculas de ferritina (t+) se encuentran dis-

tribuidas en parches.

b) Acinos de par6tidas no estimulados se pre-incubaron con
neuraminidasa. Luego se incubaron en WGA-Fer. Se observa

ausencia total de particulas de ferritina.

c) Se mezclé WGA-Fer con &cido siflico 0.1 M por 30 minutos.
Esta mezcla se agreg6 a los acinos de parStidas no esti
mulados. Se observa ausencia total de partfculas de fe

rritina.

Todas las microfotografias tienen el mismo aumento.

e e



!Ef”' . ¥ s S e TR TE e P [—
-Wmﬁgmﬁz‘%fﬁgi " ‘:"M ~ “\t'%;%!*%"f l’{;ﬂ’% W"% U P
X o " *{G‘?‘{ Iy

\*" :’1, i) ’ - - ' L
¥ e ; - 4 e
Rl A 7, ¥ eia "™ WP Sasehel L TEEN T,
s M : i RS L AT “-,J"”" g Ly e Vo A - " - -
i) “.g&fﬁ:ﬁ‘ ?wg‘ﬁ. % G (S AR ; e €
b b Y

s . e b g, X ‘:j PR .-_,q : ey o
%@g{ {‘ » ~ %_thhg*% ‘.R:': 5 F’p E ‘ga ot
j'~ : & - b “i‘,"i’l" {gﬁ%&({lﬂs’s ¢ v‘é‘;" -, rb?
i e e R o T
e A B, L R

’
o HY

B T ) f. ‘ p iy o
Md‘ma ?%%g -, ‘:';i}r; "

A % L ™

i
-7

B DG

i,
S
%@ h
£, % B[l ¥ 17N
N e i

iy
L%

S gy




57

El hecho que se observe igual distribucién de recep-
tores para WGA a 4°C y a 20°C podrfa indicar, que las glico-
proteinas o glicolfpidos que contienen los residuos de &cido
siflico se encontrarian sometidos a restricciones de difusién
lateral. Esto podrfa deberse, entre otras posibilidades, a
interacciones entre las moléculas que portan los receptores
y/o interacciones de €stas moléculas con elementos del cito-
esqueleto. Otro hecho interesante es que no se observan ve-
sfculas endocfticas; por lo tanto, la distribucibn en parches
de &cido sidlico no serfa consecuencia de una pérdida locali
zada de receptores de WGA. Tampoco se puede descartar que
en las condiciones de incubacidn a 4°C, se establezcan nuevas
interacciones entre glicoproteinas pasando de uno a otro es-

tado de parche.

Caracterizacibn citoqufmica de la superficie basal de cé&lulas

acinares estimuladas a secretar Ln vivo. Se utilizé un ago

nista B-adrenérgico, el isoproterenol, en una dosis 1.5 nmoles
por gr de peso corporal (dosis baja) y un agonista colinérgi
co, la pilocarpina, en una dosis de 0.27 umoles por gr de pe
so corporal. Ambas drogas estimulan la secrecién de aproxi-
madamente el 60% de o- amilasa, enzima contenida en los gré&-
nulos de secrecibén de las cé€lulas acinares de parStida de ra

t6n (Santos y Galanti, 1978; Sans y Galanti, 1975 y 1979).
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Grupos de 8 aminales se inyectan gon las drogas por

separado y se sacrificaron 2, 6 y 24 hrs despuds. Se dise-

c6 parStidas y se aislaron los acinos., La deteccidn citoqui
mica de manosa y de &cido sidlico en la superficie basal de

células acinares se realizd en acinos aislados.

T
Modificaciones de la reactividad de residuos de manosa. La

Fig. 13 muestra los resultgdos obtenidos después de incubar

los acinos obtenidos de animales estimulados a secretar, con
ConA-Fer. Isoproterencl en dosis baja provoca pérdida total
de reactividad en la superficie basal de las cé&lulas acinares,
2 y 6 hrs después de la estimulacidn (Figs. 13-a y b). A
las 24 hrs se observa una imagen similar al control (Fig. 15-
¢). Resultados similares se obtugieron cuando se inyectl pi
locarpina a los ratones. La pé€rdida de reactividad con Coni-
Fer después de estimular secrecibn puede interpretarse como
eliminacidén de residuos de manosa de la supé¥ficie basal, en
mascaramiento en la membrana 6 internalizécidn de receptores.
Esta ﬁ}tima posibilidad es poco probable por cuanto
no se observa veslculas endocfticas con la lectina. Conside
rando que se ha observado pérdida de carbohidratos neutros
de una fraccidn enriquecida en membrana plasmitica obtenida

de parStidas de ratones estimulados a secretar (LSpez y Ga-

lanti, 1976), los resultados observados con ConA-Fer pueden
F ¥




FIGURA 13
MODIFICACIONES DE LA REACTIVIDAD A Con-A DE LA SUPERFICIE
BASAL DE CELULAS ACINARES DE PAROTIDAS ESTIMULADAS IN VIVO

CON IPR: SECRECION

Acinos provenientesde par6tidas estimuladas {m v{L{vo con IPR
1.5 nmoles/g de p.c. a secretar, se incubaron con Con-A/Fer

2, 6, vy 24 hrs después de la estimulacidn.

a y b) Dos y seis hrs después de la estimulacidn a secretar
se observa una ausencia total de reactividad de Con-A
por los residuos de manosa en la superficie basal de

c€lulas acinares.

c) 24 hrs después de la estimulacibn a secretar, se ob-
serva que las particulas de ferritina se distribuyen
en forma contfnua, en la superficie basal de las cé-

lulas acinares.

Todas las microfotograffas tienen el mismo aumento.

Resultados similares se obtuvieron cuando el agonista emplea
do fue PIL 0.27 pymoles/g de p.c. Estos resultados no se

muestran.
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indicar pérdida de manosa de la superficie basal durante el

periodo temprano de la exocitosis.

Modificaciones en la reactividad de los residuos de dcido

sidlico. En la Fig. 14 se muestra que una dosis de 1sopro-
terenol que induce s6lo secrecién no modifica la reactividad

de la superficie basal a WGA-Fer, 2 y 6 hrs después de apli-

cado el estfmulo. Sin embargo, los receptores no se encuen- |
tran en parches sino distribuidos a lo largo de la superfi-
cie basal (Figs. l4-a y b). Aparentemente, la reactividad
es mayor que la de controles no estimulados. A las 24 hrs
después de aplicado el estfmulo, la situacibn es similar a
la encontrada en la superficie de células no estimuladas
(Fig. 1l4-c).

Este aumento probable en la reactividad podria ser
consecuencia de la pérdida de residuos de manosa, hecho apo-
yado por los resultados obtenidos con ConA-Fer, dejando més
residuos de &cido sidlico libres. Otra posibilidad es que
la exocitosis inducida por este agonista provoque incorpora
cién a la membrana de nuevos componentes, que llevan &dcido
sidlico en su estructura. La redistribucibn de receptores

observada se discutird mds adelante.

El efecto de pilocarpina sobre la reactividad de la }

superficie basal a WGA, se muestra en Ta Pigs: 15 A las |




FIGURA 14

MODIFICACION EN LA REACTIVIDAD DE WGA DE LA SUPERFICIE BASAL
DE CELULAS ACINARES DE PAROTIDAS ESTIMULADAS IN VIV(0 CON IPR:

SECRECION

Acinos provenientes de par6tidas estimuladas 4n v{vo con IPR
1.5 nmoles/g de p.c. a secretar, se incubaron con WGA-Fer.

2, 6 y 24 hrs después de la estimulacién.

ayb) 2y 6 hrs después de la estimulacifn a secretar se ob
serva particulas de ferritina distribuidas en forma
contfnua sobre la superficie basal de estas células,

ocupando un espesor aproximado de 40 nm desde la mem-

brana plasmética.

c) 24 hrs después de la estimulacifn a secretar, la su-

perficie basal presenta las particulas de ferritina

distribuidas en parches.

Todas las microfotograffas tienen el mismo aumento.
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2 hrs, y ain mds notablemente a las 6 hrs, después de admi-
nistrado este agonista, se observa un aumento aparente de la
reactividad a WGA en las microvellosidades basales, presen-
tando cfimulos de partficulas de ferritina. El resto de la su
perficie basal presenta menor reactividad aparente que las
células estimuladas con la dosis baja de isoproterenol (Figs.
15-a y b). A las 24 hrs de aplicado el estfmulo, la reacti-
vidad de la superficie basal regresa a la situacién control
pero las microvellosidades presentan un nGmero de particulas
aparentemente mayor a la de cé&lulas no estimuladas (Fig.
15-c). El aumento aparente de la reactividad de la superfi-
cie basal a WGA-Fer después de inducir secrecidn con pilo-
carpina, estd de acuerdo con el aumento en el contenido de
dcido sidlico observado en membranas aisladas de par6tidas
de ratones estimulados con este agonista (LOpez y Galanti,

1976) .

Caracterizacibn citogqufmica de la superficie basal de células

estimuladas a secretar y a proliferar {m vdvo. Cuando se

administra una dosis de isoproterenol de 0.45 pmoles por gr
de peso corporal (dosis alta), se observa secrecifn masiva de
las células acinares 2 hrs después de aplicado el estimulo,

e induccibn de la sintesis de ADN, a partir de la hora 16.




FIGURA 15

MODIFICACION EN LA REACTIVIDAD DE WGA DE LA SUPERFICIE BASAL

DE CELULAS ACINARES DE PAROTIDAS ESTIMULADAS IN VIV(Q CON PIL:

| SECRECION

Acinos proveniente de par6tidas estimuladas {n vivo con PIL
0.27 umoles/g de p.c. a secretar, se incubaron con WGA-Fer,

2, 6 y 24 hrs después de la estimulacién.

ayb) 2y 6 hrs después de la estimulacibn a secretar se ob
serva particulas de ferritina formando conglomerados
en las digitaciones basales (+). En el resto de la

superficie basal se distribuye en forma contfnua.

c) 24 hrs despu€s de la estimulacién a secretar, la su-
perficie basal recupera su distribucién en parche (t).
Las digitaciones basales presentan un incremento apa-
rente en el nGmero de particulas de ferritina compara
da con las digitaciones basales de células no estimu-

ladas.

Todas las microfotografias tienen el mismo aumento.
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Se estudi6 la reactividad de la superficie basal de
las células acinares a ConA-Fer Y WGA-Fer después de aplicar
la dosis alta de IPR. Por otra parte, se estimé la cantidad
de &cido siflico en 1la superficie basal de estas células, por
unién a WGA-’H y por determinacién qufmica de Acido siflico

liberado por neuraminidasa.

Modificaciones en la reactividad de los residuos de manosa.

En la Fig. 16 se observa que 2 hr despu€s de administrado el
isoproterenol en dosis alta, la superficie basal de los aci-
nos aislados muestra una pérdida aparente de reactividad a
la ConA-Fer, por cuanto las particulas de ferritina se encuen
tran distribuidas en forma contfnua, en estrecha relacién con
la membrana plasm&tica (Fig. 16-a). Se ha perdido la distri
bucibn de las partfculas de ferritina en varios planos sobre
la membrana plasmidtica, observada en controles no estimulados.
Una situacifn muy similar se observa en acinos obtenidos de
ratones 6 hrs después de inyectado el IPR (Fig. 16-b), para
retornar a la condicibn control a las 24 hrs (Fig. 16-c). Con
siderando que 2 y 6 hrs después de administrada la dosis ba-
Ja de este agonista, se pierde la reactividad con Con-A (Figs.
12-a y b), probablemente por eliminacidn de los residuos de
manosa, la reactividad observada 2 Yy 6 hr después de inyectar
IPR en dosis alta podrfa corresponder a nuevos residuos de ma

nosa.




FIGURA 16

MODIFICACION EN LA REACTIVIDAD A Con-A DE LA SUPERFICIE BASAL
DE CELULAS ACINARES ESTIMULADAS IN VIV0 CON IPR: SECRECION Y

PROLIFERACION CELULAR

Acinos provenientes de parStidas estimuladas 4n vdvo 0.45
ymoles/g de p.c. con IPR, a secretar y a proliferar, se incu

baron con Con-A-Fer, 2, 6 h 24 hrs después de la estimulacién,

ayb) 2y 6 hrs después de la estimulacién a secretar y pro
liferar, la superficie basal de las células acinares
muestran particulas de ferritina en aposicibén con lé
membrana plasmdtica. Pequenas agrupaciones de parti

culas se encuentran en las digitaciones (t).

c) 24 hrs después de la estimulacibn a secretar y proli-
ferar en la superficie basal de estas células, se dis
tingue particulas de ferritina distribuidas en forma

contfnua y en varios planos sobre la membrana plasmd

tica,

Todas las microfotografias tienen el mismo aumento.
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Modificaciones en la reactividad de los residuos de &cido

sifdlico. En la Fig. 17-a se observa que 2 hr después de
aplicar IPR en dosis que inducen secrecibn y estimulacidén de
sfntesis de ADN, la reactividad de la superficie basal a WGA
es aparentemente menor a la observada en células no estimula
das y las partfculas de ferritina se redistribuyen uniforme-
mente a lo largo de la superficie basal. La situacibn es ca
si idéntica a las 6 hr después de administrado el estfmulo
(Fig. 17-b). A las 24 hr, la reactividad de la superficie
basal a WGA es similar a la de células no estimuladas. Con-
siderando los resultados de L6pez y Galanti (1976), quiéhes
demostraron pérdida de &cido sidlico en membranas aisladas
de par6tida de ratones,2 hr después de estimulacién con una
dosis alta de IPR, la cafda aparente en la reactividad de
la superficie basal a WGA podrfa deberse a pérdida de &acido
sidlico. Esto a su vez puede llevar a exponer residuos de
manosa subterminales, que explicarfa la reactividad a ConA-
Fer de la superficie basal de acinos aislados de ratones es-

timulados con la dosis alta de IPR.

Especificidad de la reactividad a lectinas en superficie

pasal de células acinares estimuladas a secretar y prolife-

rar. Para probar que la reactividad a ConA-Fer y a WGA

de la superficie basal de células acinares de par6tidas de

ratones estimulados con una dosis alta de IPR es debida a




FIGURA 17

MODIFICACION EN LA REACTIVIDAD A WGA DE LA SUPERFICIE BASAL
DE CELULAS ACINARES ESTIMULADAS IN VIVO CON IPR: SECRECION Y

PROLIFERACION CELULAR

Acinos provenientes de par6tidas estimuladas 4n v{voe con
IPR 0.45 pmoles/g de p.c. a secretar y proliferar, se incu

baron con WGA-Fer, 2, 6 y 24 hrs después de la estimulacién,

ayb) 2y 6 hrs después de la estimulacifén a secretar y a
proliferar, la superficie basal de las cé€lulas acina
res, presentan partfculas de ferritina (4) distribui
das en forma contfnua y muy préximas a la membrana

plasmitica.

c) 24 hrs después de la estimulacién a secretar y a pro-
liferar, la superficie basal de las células acinares
presenta las partfculas de ferritina (4) distribuidas

en parches.

Todas las microfotografias tienen el mismo aumento.
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manosa y dcido sidlico respectivamente, se traté estos aci-
nos con manosidasa y neuraminidasa, previo a su incubacién
con lectinas. En la Fig. 18-a se observa que la neuramini-
dasa elimina totalmente la reactividad de la superficie ba-
sal a WGA. Resultados similares se obtuvieron al tratar es-
tos acinos con manosidasa e incubarlos con ConA-Fer (Fig. 18-

b).

Determinacifn del contenido de &cido si&lico en acinos de

c€lulas estimuladas a secretar y proliferar

Los estudios citoqufmicos mostraron una disminucién
© aumento aparente de dcido sidlico en la superficie basal
de las células acinares, dependiendo del tratamiento aplica-
do. Por lo tanto, se estimé necesario implementar técnicas

cuantitativas para medir estas variaciones del monosaciridos.

Por determinacién qufmica de 4cido siflico liberado de acinos

tratados con neuraminidasa. Grupos de 4 animales se inyec

tan con las drogas por separadoy se sacrifican 2 hr después.
Se disecl par6tida y se aislaron los acinos; 6&stos fueron
tratados con neuraminidasa. Se midi6 el &cido sidlico libe

rado y el remanente en los acinos.




FIGURA 18

ESPECIFICIDAD DE LA REACTIVIDAD A LECTINAS EN SUPERFICIE BASAL

DE CELULAS ACINARES ESTIMULADAS A SECRETAR Y PROLIFERAR

. Acinos provenientes de paré6tidas estimuladas 4n v{vo con IPR
0.45 uymoles/g de p.c., se trataron 2 hrs después de aplicado

el estfmulo con neuraminidasa 6 con o-D-neuraminidasa y lue

go se incubaron con WGA-Fere

a) 2 hrs después de la estimulacibn a secretar y proliferar,
la superficie basal de Celulas acinares muestran ausencia
total de reactividad a WGA despfies del tratamiento de los

acinos con neuraminidasa.

b) 2 hrs después de la estimulacibn a secretar y proliferar,
la superficie basal de cé€lulas acinares presentan falta
total de reactividad a Con-A después del tratamiento de

los acinos con neuraminidasa.

Ambas microfotograffas tienen el mismo aumento.
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Los resultados se muestran en la Tabla II. Se obser
va que la cantidad de 4cido siflico 1liberado por neuraminida
sa de acinos provenientes de gldndulas no estimuladas es 7
veces mayor qgue la cantidad liberada de acinos provenientes
de glé&ndulas estimuladas a secretar y proliferar (dosis alta
de IPR). Por el contrario, acinos provenientes de gléndulas
estimuladas s6lo a secretar (dosis baja de IPR 6 PIL), mues-
tran un aumento en el contenido de 4cido sidlico de aproxima-
damente un 30%. En todas las condiciones analizadas, la neu-
raminidasa empleada hidrolizé m&s del 95% del &cido siflico
celular, sin modificar mayormente la ultraestructura de la

célular (Fig. 18-a).

Por uni6n de WGA tritiada a acinos aislados de par6tidas. A

licuotas de acinos aislados se incubaron directamente en WGA-
34 6 en WGA->H preincubado con un inhibidor competitivo (&ci-
do sidlico 6 N-acetilglucosamina). Otra suspensién de acinos
fue pretratada con neuraminidasa antes de su incubacién con
la lectina radioactiva.

Los resultados se muestran en la Tabla III. La in-
hibicién de la unién de la lectina a los acinos producidos por
4cido sidlico fue de un 82,6%, mientras que N-acetilglucosa-
mina s6lo redujo en un 3.8% de esta uniébn. Al mismo tiempo,

neuraminidasa redujo la unibn de lectina en aproximadamente




73

TABLA II

CONTENIDO DE ACIDO SIALICO EN ACINOS DE PAROTIDAS DE RATON.
EFECTO DE ISOPROTERENOL Y PILOCARPINA

pg de &cido sidlico liberado

Tratamiento mg ADN celular %

Control (no estimulado 487.7 + 2,28 100

IPR 0.45 umoles/g de p.c. 69.4 £ 0.96 14.2

IPR 1.5 nmoles/g de p.c. 669.0 * 24.7 137.2

PIL 0.27 umoles/g de p.c. 586.2 + 13.2 120.2

p.c. = peso corporal PIL = Pilocarpina IPR = Isoproterenol

Los acinos aislados se incubaron con neuraminidasa, el &cido sidli-
co liberado se determind en el sobrenadante y el &dcido sidlico no
hidrolizado junto con el ADN celular se midié en el sedimento. EI1
4cido sidlico no liberado corresponde a no mis del 5% del acido
siilico determinado en acinos no estimulados (N = 2, determinacio-
nes en triplicado). Se midié la actividad enzimitica endSgena pa-
ra cada tratamiento; la cantidad de &cido sidlico liberado corres-
ponde aproximadamente al 40% de los valores obtenidos para cada

situacién experimental.
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95%. Esto demuestra que la WGA se une al dcido si&lico pre-
sente en estas cé&lulas.

Acinos obtenidos de gl&ndulas estimuladas Ain vivo a
proliferar y secretar mediante isoproterenol, presentan al
cabo de 2 hr un descenso de un 75% en la unidn a WGA tritia-
da, lo que sugiere pérdida de un porcentaje equivalente de
residuos de &cido sidlico terminales. Por el contrario, aci
nos obtenidos de parbtidas estimuladas s6lo a secretar, pre-
sentan un incremento significativo en la unién a WGA-3H. Es
tos resultados confirman y extienden la observacién efectuada
con técnicas citoguimicas y las determinaciones efectuadas
en membranas aisladas (L6pez y Galanti, 1976). Parece evi-
dente que el &cido sidlico expuesto en la superficie de las
células acinares aumenta cuando éstas se estimulan solo a

secretar y disminuye drdsticamente cuando se induce exocito-

sis masiva y estimulacién de la sintesis de ADN nuclear.

Deteccibn de residuos de manosa subterminales en la superfi-

cie basal de células acinares

Los resultados obtenidos del anflisis citoguimico mos
trados en esta tesis, sugieren que la estimulacién 4n vivo de
las cé&lulas acinares por isoproterenol provoca pérdida de re-

siduos de monosac&ridos terminales desde su superficie basal.
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TABLA III

UNION DE N- (ACETIL-®H)-WGA A CELULAS ACINARES. EFECTO DE
ISOPROTERENOL Y PILOCARPINA

cpm WGA->H unida a &cido

Tratamiento sidlico/100 ug ADN %
Control (no tratado) 88.583 + 2,708 100
Ac. sialico 0.1 M 15.460 * 945 17.4
N-acetilgluc. 0.1 M 85.335 =+ 3.249 96.6
Neuraminidasa 3.400 + N.D. 3.8
IPR 0.45 pmoles/g de p.c. 22,152 & 1.033 25.0
IPR 1.5 nmoles/g de p.c. 128.556 * 5.120 145.1
PIL 0.27 umoles/g de p.c. 109.557 £ 13.191 123.6
WGA-°H = aglutinina de germen de trigo tritiada

IPR = isoproterencl

PIL = pilocarpina.

N.D. = no determinado

Los acinos aislados se incubaron con WGA-3H por 30 min a 20°C. Des-
pués de lavados, se determind en ellos la radioactividad remanente.
Los. inhibidores competitivos se preincubaron con la lectina radioac-
tiva por 30 min a 20°C, antes de agregarlos a los acinos. Otra sus-
pensiﬁn de acinos se traté con neuraminidasa antes de la incubacidn

con WGA-2H. (N = 2, determinaciones en duplicado).
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Asf, una dosis de isoproterenol que induce exocitosis masiva
y estimula la sintesis de ADN nuclear, libera &cido siélico
de la superficie, aparentemente exponiendo residuos subtermi
nales de manosa. Por otra parte, estfmulos que inducen s&lo
secrecién, incrementan el contenido de &cido siflico en la
superficie basal y retira residuos de manosa.

Para probar que la eliminacién de &cido siflico de
la superficie expone residuos de manosa, se traté con neura-
minidasa acinos provenientes de animales no tratados y de ra
tones estimulados s6lo a secretar. Posteriormente, se incu-
baron con ConA-Peroxidasa para identificar residuos de mano-
sa. Paralelamente, se investigf la reactividad a esta lecti
na en acinos provenientes de gl&ndulas no estimuladas 6 esti
muladas con IPR 0.45 umoles/g de peso corporal 6§ 1.5 umoles/
g de peso corporal.

En la Fig. 19-a se muestra la reactividad a Con-3A/
peroxidasa de la superficie basal de células no estimuladas.
La superficie se observa cubierta de una capa contfnua de
material tenuemente denso a los electrones. La Fig. 19-b co
rresponde al control de especificidad de la reaccibn, donde
se empled o - D-manosa 0.1 M previamente incubado con la Con
A por 30 minutos. La superficie basal de estas células no
presenta producto de actividad peroxidasa. Aparecen en esta
figura glébulos rojos como control positivo interno. Estos

tienen actividad pseudoperoxidasa y reducen fuertemente a la
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3,3-diaminobenzidina en las condiciones experimentales em-
pleadas.

La Fig. 19-c muestra los resultados obtenidos en aci
nos 2 hr después de estimulacién solo a secretar (IPR dosis
baja). La superficie basal de las células acinares no pre-
senta el producto de la actividad peroxid&sica. Por lo tan-
to, empleando una técnica diferente a la Con-A/Ferritina se
obtiene el mismo resultado (eliminacién de residuos de mano-
sa de la superficie basal de células acinares estimuladas s6
lo a secretar).

En la Fig. 19-c se muestra los resultados obtenidos
con acinos 2 hr después de su estimulacién con la dosis alta
de IPR. La superficie basal de las células acinares presen-
ta una cubierta contfnua de material muy denso a los electro
nes. Esta misma situacifn se aprecia cuando acinos de par6-
tida proveniente de gldndulas no estimuladas son incubados
con neuraminidasa (Fig. 19-e). Cuando acinos de pard&tidas
provenientes de animales estimulados con la dosis baja de
IPR se preincuban con neuraminidasa antes del tratamiento
con ConA-Per, la superficie basal de las células acinares pre
sentan la misma reactividad descrita en la Fig. 19-d (Fig.
19~-f) .

De lo anterior se desprende que la accibn de desiali
lacibn por el tratamiento con neuraminidasa estarfa exponien

do nuevos residuos de manosa reactivos a ConA. Resultados




FIGURA 19

DETECCION DE RESIDUOS DE MANOSA SUBTERMINALES EN LA SUPERFICIE

BASAL

a) La superficie basal

DE CELULAS ACINARES

de c€lulas no estimuladas presenta una te

nue reaccidn peroxidasa.

b) La superficie basal

Con-A-manosa, muestra ausencia total de reactividad enzimdtica.

Parte de un glébulo
c) La superficie basal
(IPR dosis baja) no
d) La superficie basal
liferar (dosis alta

dad peroxidasa.

e y f) La superficie basal de células no estimuladas (e) & esti

de células no estimuladas e incubadas con

rojo presenta actividad pseudoperoxidasa.
de células estimuladas s6lo a secretar
presenta actividad peroxidasa.

de células estimuladas a secretar y a pro

de IPR) muestra una fuerte zona de activi

muladas s8lo a secretar (f) pre-tratadas con neuraminidasa y

luego incubadas en ConA-Peroxidasa, muestra una reaccifén muy

similar a la observada en d).

Todas las microfotografias tienen el mismo aumento.







similares se ohtienen con acinos provenientes de animales tra
tados con la dosis alta de IPR, lo gue nuevamente indica que
este tratamiento retira residuos de &4cido sidlico de la su-
perficie basal y expone residuos de manosa. Estos resultados
se correlacionan con la menor capacidad de estos acinos esti-
mulados a secretar y a proliferar de unir WGA-3H, como tam-

bi&n con su menor contenido de &cido sidlico.

Caracterizacifn citoquimica dela superficie basal de células

acinares estimuladas A{n vitro

Reactividad de residuos de manosa. En la Fig. 20-a se mues-
tra parte de la superficie basal de una célula acinar 2 hr
después de su estimulacién {n vitro con IPR 10"° M. Tal como
se habfa observado en acinos provenientes de parbtidas estimu
ladas 4n vi{v¢o solo a secretar, reactividad a ConA-ferritina
desaparece. La Fig. 20-b muestra la reactividad a ConA-Fer
obtenida 2 hr después de la estimulacién {n vitro con IPR
10"° M. Se encuentra una disminucién aparente de partfculas
de ferritina, situacién similar a lo observado en acinos es-
timulados {n v{ivo a secretar y proliferar. Seis hr después

de aplicados estos estfmulos 4{n vivo se observan imdgenes se-

mejantes a las descritas para ambos tratamientos (no mostra-

do).




FIGURA 20

REACTIVIDAD DE RESIDUOS DE MANOSA EN LA SUPERFICIE BASAL DE

CELULAS ACINARES, ESTIMULADAS IN VITRO CON IPR O PIL

Acinos estimulados 4n v{itro con IPR 10 5 M 6 10" ® M 6 PIL
10”° M se incubaron con ConA-Fer 2, 6 y 24 hrs después de ca

da estimulacién,

a) La superficie basal de células acinares estimuladas con
IPR 10°°

después de la estimulacién. 6 hrs después se observa un

M presenta ausencia de reactividad a Con-A 2 hrs
aspecto similar (no se muestra).

b) La superficie basal de cé€lulas acinares estimuladas con
IPR 10'5 M muestra partfculas de ferritina distribuida en
forma contfnua y muy pr6xima a la membrana plasmitica, 2
hrs después de la estimulacifén. 6 hrs después se encuen-

tra la misma imagen.

c) La superficie basal de células acinares estimuladas con
IPR 10°° M 6 10~°
estimulacién con partfculas de ferritina distribuida en

M se presenta a las 24 hrs después de la

forma contfnua y en varios planos sobre la membrana plasmd
tica.

d) La superficie basal de células acinares estimuladas con PIL
-3

10
nos a las 2, 6 y 24 hrs después de la estimulacién.

M presenta una distribucién contfnua y en varios pla-

Todas las microfotografias tienen el mismo aumento.
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A las 24 hr después de la estimulacién {n vithro con
ambos tratamientos, la reactividad a ConA es similar a los
controles no tratados (Fig. 20-c). Estos resultados sugieren
que la accibn del isoproterenol es directa sobre la superfi-
cie basal de las cé&lulas acinares.

Los resultados obtenidos después de incubar los aci-
nos 4n v{tro con pilocarpina son sorprendentes. En todos los
tiempos analizados, no se observé cambios en la reactividad
de la superficie basal de las cé&lulas acinares respecto al
control no estimulado (Fig. 20-d). Este hecho se discutiri

mds adelante.

Reactividad de residuos de &cido siflico. En acinos incuba

dos 4n vitro con una concentracién de IPR 10 ° M por 2 hr, se
observa un aumento aparente en la reactividad de la superficie
basal a WGA-Fer (Fig. 2l1-a), similar a lo observados después

de estimular 4n v{vo par6tidas con la dosis baja de IPR. Por
el contrario, la incubacién 4in vitro de acinos con una concen
tracién de IPR 10™° M provoca disminucibn aparente de la reac
tividad a WGA-Fer (Fig. 21-b) situacibn nuevamente homologable
a lo observado cuando se estimula par&tidas 4mn vivo con la do-
sis alta de IPR. En todos estos casos se observa redistribu-

cibn de los receptores a lo largo de la superficie.
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A las 24 hrs después de estimular acinos con ambas
concentraciones de IPR la reactividad a WGA-Fer es aparente
mente similar a la de acinos no estimulados pero se pierde
la distribucibn en parche caracterfstica de células no esti
muladas (Fig. 21-c). Asi, las particulas de ferritina se
distribuyen formando conglomerados Cercanos, de tal forma
que dan una imagen de distribucién contfnua, con zonas de
mayor intensidad de partfculas. Este resultado sugiere que
24 hr de incubacidn in vitro induce ligeros reordenamientos
en la superficie basal de células acinares mantenidas en cul
tivo.

La incubacifén de acinos aislados con PIL no modifica
la reactividad de la superficie basal a WGA-Fer, en ninguno
de los tiempos analizados (Fig. 21-d). Estos resultados son
similares a los obtenidos cuando se incuban estos acinos con

ConA-Fer. Nuevamente se observa que los receptores a WGA

'se redistribuyen a lo largo de la superficie a las 24 hr des

pués de la estimulacién con PIL.

De lo anterior se desprende que el isoproterenol ac
tda directamente sobre los componentes de la membrana plasmd
tica basal de las c€lulas. Por el contrario, los resultados

obtenidos con pilocarpina sugieren que esta droga actda por

otro mecanismo.




FIGURA 21

REACTIVIDAD DE RESIDUOS DE ACIDO SIALICO EN LA SUPERFICIE
BASAL DE CELULAS ACINARES, ESTIMULADAS IN VITRO CON IPR

0O PIL

Acinos estimulados 4n v{itro con IPR 10~° M 6 10°% M 6 PIL

10~% M se incubaron con WGA-Fer, 2, 6 y 24 hrs después de es

timulacién,

a) La superficie basal de células acinares estimuladas con
IPR 10”® M 2 hrs después de la estimulaci6én, se observa
un aumento aparente en la reactividad a WGA, que se man-=

tiene hasta las 6 hrs (dato que no se muestra) .

b) La superficie basal de células acinares estimuladas con
IPR 10'5 M muestra una disminucibn aparente de la reacti
vidad a WGA 2 hrs después de aplicado este agonista.
Las particulas de ferritina se distribuyen en forma con-

tfnua. Esta imagen se observa también a las 6 hrs.

c) La superficie basal de células estimuladas con IPR 107> M
6 10°° M 6 PIL 10~? M presenta 24 hrs después una distribu
cifn de particulas formando conglomerados . (t), mostrando ten

cia a distribucién contfinua.

d)En]a.mgﬁrﬁkielxﬁal. de células estimuladas con PIL 10-3 M
2 y 6 hrs después de aplicado el estfmulo, las partfculas
de ferritina se encuentran distribuidas en parches (4).

Todas las microfotografias tienen el mismo aumento.
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o

Diferencia de reactividad a lectinas de las superficies

basal y lateral

Un hecho iméortante de hacer notar es la reactivi-
dad a Con-A 6 WGA de la superficie lateral. Asf, esta super
ficie present6 muy baja reactividad a lectinas en células a-
cinares no estimuladas y un patr6én de distribucién de tipo
discontfnuo. Esta imagen no sufri6 modificaciones con ningu
no de los agonistas utilizados (Figs. 22-a y b).

La baja reactividad a lectinas de la superficie late
ral podrfa deberse a menor difusién de las lectinas a dicho
compartiﬁento. En general, la superficie lateral y en espe-
cial el limite basolateral, se encuentra suficientemente ex-
puesto a los reactivos (Fig. 3-c). Por lo tanto, el hecho
que las superficies basal y lateral presentan reactividad di
ferente de sus residuos expuestos de &4cido sidlico y manosa,
sugiere que ambas superficies representan compartimentos di-
ferentes. M&s alin, la superficie lateral no se modifica fren
te a los estimulos aplicados, situacibn que parece confirmar
cierta independencia de ambas superficies y una accibn muy
especifica de los agonistas empleados sobre la superficie ba

sal.




FIGURA 22

REACTIVIDAD A Con-A Y A WGA DE LA SUPERFICIE LATERAL DE LAS

CELULAS ACINARES DE,PAROTIDA DE RATON

Acinos proveniente de parfitidas no estimuladas 6§ estimuladas
in vdivo con IPR 0.45 pymoles/g de p.c. 6 1,5 nmoles/g de p.c.
6 PIL 0.27 uymoles/g de p.c., se incubaron con Con-A/Fer o]

WGA/Fer,

a) La superficie lateral de células acinares no estimuladas,
presentan epcasas: partfculas de ferritina (4) distribui

das en forma discontinua.

Imagen idéntica para ConA-Fer como para WGA-Fer.

!
b) La superficie lateral de c&lulas acinares estimuladas con

cualquiera de los agonistas antes citados, no presenta

cambios a,lo descrito en a).

Ambas microfotografias tienen el mismo aumento.
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IV. DISCUSION

Para medir la respuesta secretora de los acinos, se
ha utilizado la inspeccibn morfolbgica de. los gré&nulos de se
creci6n y la determinacién del contenido de o-amilasa remanen
te en el citoplasma de las células acinares depués de ser es-
timuladas. Estos par8metros han sido frecuentemente utiliza-
dos por otros autores para determinar secrecibén (Amsterdam vy
col., 1969; Simson, 1969; Schramm y col., 1976; Alliende vy
col., 1977 y 1978; Sans y Galanti, 1979; Santos, 1979; Barka
y col., 1975; Mangos y col., 1975b y c) .

Para cumplir con los objetivos enumerados en esta te
sis, interes6 obtener una preparacibn de acinos de pardtida
de ratones no estimulados o tratados con agonistas, para in-
vestigar la presencia y distribucién de residuos de monosacé-
ridos en la superficie basal,por incubacién An vitro con lec-
tinas especfficas. Al mismo tiempo, esta preparacidn permite
la estimulacién 4in vitro con agonistas y el andlisis del efec
to directo sobre las cé&lulas de las drogas utilizadas.

Ensayos anteriores realizados por Barka y col. (1975)
mostraron que células acinares disociados de par6tida de rata
no respondian a los secretagogos empleados. Sin embargo, Man

gos y col. (1975a), obtuvieron una preparaci6én de células aci

nares de par6tida de rata que respondieron a agonistas
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adrenérgicos y colinérgicos. En estos trabajos, s6lo se ana
1iz6 la respuesta secretora inmediata.

En el presente trabajo interes6 desarrollar un sis-
tema celular 4n vitro cuya capacidad de respuesta reversible
a la accibn de agonistas se aproximara al m&ximo a la condi
ci6én imperante en el organismo completo. Para este efecto se
concluyd que era mds adecuado trabajar con una preparacibn de
acinos aislados de la par6tida. En efecto, en esta situacién
las c&lulas no est&n sometidas a los tratamientos drésticos
necesarios para su separaci6én total. Por otra parte, ellas
se encuentran parcialmente en el microambiente original. Es
tas condiciones aseguran una mejor preservacién de su estruc
tura y funciones en cultivos primarios.

Adem&s, la configuracién en acinos permite exponer
plenamente la superficie basal al ataque de reactivos gue
puedan détectar grupos quimicos especificos. Por Gltimo,
siendo uno de los objetivos de esta tesis la idenficiacibn y
distribucién de residuos de monosacdridos en la superficie
basal, la organizacibn en acinos disminuye la posibilidad de
reorganizacibén o reordenamiento de receptores. BAsf, el es-
tudio de polisacdridos en cé€lulas disociadas de par6tida (A-
makawa y Barka, 1975) y de epitelio vesical (Pisam Yy Ripo-
che, 1976), muestra que en estas condiciones ocurre desplaza
miento del producto de reaccibn desde la superficie apical a

la basolateral.
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Estos motivos llevaron a desarrollar la técnica de
preparacibén de acinos, que se presenta en esta tesis.

Los resultados obtenidos al incubar acinos aislados
con los agonistas empleados, demuestran que la preparacibn
no solo responde r&pidamente a los estfimulos sino que ademds,
colocada en medios adecuados, es capaz de recuperarse inclu-
so de una exocitosis masiva. Estos resultados demuestran,
por una parte, conservacibn de los receptores g-adrenérgicos
y colinérgicos y por otra, la capacidad de la célula de man-
tener, al menos por 24 hr, su actividad metabdlica intacta.

La respuesta de los acinos aislados a diferentes con
centraciones de isoproterenol corresponden estrechamente con
lo observado cuando las parbtidas se estimulan {n vivo. Sin
embargo, no ocurre lo mismo cuando se incuban los acinos con
pilocarpina. Asf, la secrecidn de o-amilasa es del orden
del 70% cuando la parétida se estimula {n v{vo con esta ago
nista y s6lo de un 30% cuando se induce secrecibn de los aci
nos 4in vithro.

Al respecto se ha visto gue en parftida de rata la
pilocarpina, ademis de sus propiedades parasimp&tico-miméti
cas, actuarfia sobre los receptores g-adrenérgicos a través del
ganglio cervical superior. En efecto, la inyeccién de pilo-
carpina en ratas cuyos ganglios cervicales superiores han si-
do cortados, no provoca secrecifn de o - amilasa aunque se in-

duce el flujo de cationes tfpico del efecto colinérgico




87

(Schneyer, 1965 y 1969). Estos resultados han sido confirma
dos por Petersen y col. (1977). Sin embargo, los receptores
colinérgicos no parecen depender del sistema simpdtico. Asi,
ratas recién nacidas fueron sometidas a simpatectomia y se
midi6é el nfimero de receptores colinérgicos y adrenérgicos en
la par6tida, en funcibn de la edad de los animales. Se ob-
servd gue los receptores colinérgicos aumentaron en igual
ntmero a los controles mientras que los receptores g-adrenér
gicos solo aumentaron lentamente después de un perfodo de la
tencia. Estos hechos indicarfan que tanto la presencia COmo
el incremento en el nfimero de receptores colinérgicos en la
par6tida de rata no dependerfa del sistema simpdtico. Por el
contrario, este sistema modularifa la presencia y el nGmero de
receptores g-adrenérgicos (Ludford y Talamo, 1980).

Los resultados presentados en esta tesis y la evi-
dencia suministraéa por la literatura no aclaran el mecanis-
mo por el cual pilocarpina induce secrecibn de o-amilasa en
gldndula parbtida.

La recuperacibén de los niveles de o- amilasa en los
acinos estimulados con agonistas varfa de acuerdo a la droga
y a la concentracién empleada. En general, una secrecifn ma
siva implica una recuperacibén més lenta. Sin embargo, no s6
lo la descarga masiva de granulos de secrecibn serfa la cau-
sa del retardo en la recuperacién de los niveles de o-amila

sa. Asf, parece existir una relacién directa entre la
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concentracibn de isoproterenol empleado, el efecto que se ob
serva en el RER y la inhibicién de sintesis de proteinas con
la recuperacibn de las protefnas secretoras. A este respec-
to, una concentracién de IPR de 10_5 M 6 mayor, produce una
drdstica dilatacién de las cisternas del RER y un gran aumen
to del nfimero de ribosomas libres, tanto en la zona apical
como basal de las cé&lulas acinares. Resultados similares se
han obtenido 4n v4{ve con dosis altas de isoproterenol. La
desorganizacién del RER coincide con la inhibicifén de la sin
tesis de proteinas (Alliende y col., 1979; Santos y Galanti,
1979; Durham y L6pez-Solfs, 1982). Por el contrario, dosis
bajas de isoproterenol que s&lo producen secrecibn, o pilo-
carpina, no alteran drésticamente la morfologfa del RER y
no inhiben la sintesis de protefnas. Por lo tanto, la laten
cia en la recuperacibn de o -amilasa observada con dosis al-
tas 4n v4ivo, o concentraciones de 10"5 M 6 mayores Ln vitro,
se deben muy probablemente a inhibicifn transitoria de la
sintesis de proteinas por desorganizaci6n del RER, mds que a
exocitosis masiva. Esto es afin m&s evidente cuando se consi
dera que la o- amilasa es una proteina que se sintetiza en el
RER (Castle y col., 1972; Tanaka y col., 1981).

Es interesante que las dosis de IPR que {n VA{V0 pro-
ducen secrecifn masiva de grénulos de secrecibn, dilatacibn
de las cisternas del RER, aumento en los ribosomas libres e

inhibici6n transitoria de la sintesis de protefnas, induce
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adem&s sIntesis de ADN y mitosis. In vd{tro, concentraciones
de IPR mayores a 10”° M producen resultados similares.

En cuanto al aumento en el nGmero de ribosomas libres
Takahama y Barka (1965), demostraron que no hay aumento en
la sfntesis de ARN en parb6tida de rata estimulada a secretar
y proliferar. Por lo tanto, el aumento de ribosomas libres
descrito en esta tesis se puede deber principalmente a libe-
racién de ribosomas originalmente asociados a membranas.

Otro hecho que indica la buena preservacién de los
acinos aislados mantenidos en medio enriquecido, es la alta
sensibilidad que muestran frente a concentraciones de isopro
terenol tan bajas como 10','8 M, con una respuesta secretora
similar a la obtenida con una concentracién 10—6 M. Ademés,
la respuesta secretora aumenta con el incremento de la concen

4 -5
traci6én de este agonista hasta una concentracifn de 10 M,

con la gue se produce una descarga masiva de gré&nulos de se-
crecibn. Esta respuesta sugiere fuertemente que los recepto
res B-adrenérgicos se encuentran intactos.

El hecho que los acinos incubados por perfodos prolon
gados presentan menor respuesta secretora, no puede explicar-
se por efecto de desensibilizacidén. Este efecto se observa
después de exposiciones prolongadas de tejidos a hormonas o
neurotransmisores, que producen atenuacién de la respuesta ce

lular a nuevas estimulaciones con estos agentes (Stadel y col.;

1983). Es mis probable gue la disminucién observada en la
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respuesta de los acinos a los agonistas sea debida a la incu
baci6én prolongada.

La gl&ndula par6tida de ratén ha sido ampliamente u-
tilizada en estudios de secrecifn, proliferacibn e hipertro-
fia celular. Para ellos, se ha empleado agonistas adrenérgi
cos y colinérgicos. EI1 isoproterenol es un agonista B-adre
nérgico que en dosis bajas provoca solo exocitosis de grénu-
los de secrecibn y en dosis altas ademds estimula la sinte-
sis de ADN y mitosis (Sans y Galanti, 1979). Pilocarpina, a
gonista colinérgico, provoca solo secrecibn (Santos, 1979).

Empleando este sistema, se ha estudiado los niveles
de carbohidratos neutros, aminados y &cidos en fracciones en
riguecidas de membranas plasmdticas de parbStida de ratén (L&
pez y Galanti, 1976; Rivera y Galanti, 1982). Cuando las cé&
lulas acinares se estimularon a secretar y a proliferar, se
observé una disminucidén en el contenido de carbohidratos neu
tros de la fraccibn de membranas. Por el contrario, estimu-
los que inducen s6lo secrecién provocan un ligero aumento en
el contenido de &cido siflico en la membrana, mientras que la
induccibn de secrecibn y proliferacién causa una disminucién
dristica en el contenido de este residuo en la fraccibn de
membranas.

Por otra parte, Santos (1979), ha estudiado la expre
.sién de los antigenos de histocompatibilidad en las mismas

- preparaciones enriquecidas de membranas plasmdticas de
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par6tida de ratfén. Este autor observ6 que estfmulos que in

ducen s6lo secrecibn provocan aumento en la expresifn de es

tos antfgenos, mientras gue un estfimulo que induce secrecifn
masiva y proliferacién celular, reduce a tiempos cortos, la

expresibn de estos antigenos en la superficie. Es interesan
te mencionar que los antigenos de histocompatibilidad presen
tan una cantidad importante de &cido siflico (Parham y col.,
1974) .

Estudios citoquimicos dirigidos a detectar polisacé-
ridos en la superficie de células acinares de par6tida de ra
tén, mostraron sé6lo pequenas variaciones en la reactividad
de la superficie apical cuando se induce secrecibn parcial y
pérdida de reactividad en condiciones de secrecifén masiva ¥y
proliferacién celular (Alliende y col., 1978). Estos cambios,
al igual que los encontrados para la expresidn de antigenos
H-2, se postulan asociados al proceso de exocitosis.

Los resultados antes citados no informan sobre la va
riedad y distribucién de los carbohidratos estudiados, como
tampoco sobre su localizacién en las diferentes regiones de
la membrana de las cé&lulas acinares. Sin embargo, queda cla
ro gue la accibn de agonistas determina cambios cualitativos
y cuantitativos substanciales en la membrana de estas células.
Este hecho, sumado a observaciones que indican participacién
de &cido sidlico y galactosa en la respuesta celular a insuli

na (Cuatrecasas e Illiano, 1971; Rosenthal y Fain, 1971), 6
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de residuos de fucosa en la adquisicibn de la respuesta se-
cretora a agonistas en células acinares de péncreas (Jamie-
son, 1979), llevaron al an&lisis m&s detallado de la partici
pacién de residuos de carbohidratos en la membrana plasméti-
ca de células acinares de par6tida de ratén frente a agonis-
tas.

Las terminaciones nerviosas adrenérgicas y colinérgi
cas llegan directamente a la membrana basal de las cé€lulas a
cinares. La relacifn entre estas terminaciones nerviosas y
los receptores de tipo oy B adrenérgicos & colinérgicos de
la superficie basal ocurre a través de los neurotransmisores
qufmicos correspondientes. Por lo tanto, para investigar el
efecto de los agonistas empleados en esta tesis sobre la su-
perficie de las cé€lulas acinares, se selecciond la zona ba-
sal.

De los resultados presentados en esta tesis se con-
cluye, que existen residuos de manosa y de &cido sidlico ter
minales que estén distribuidos de diferente manera en la su-
perficie basal de células acinares. Asf, los residuos de ma
nosa muestran una distribucién continua a lo largo de la su-
perficie basal, mientras que el &cido siflico se presenta en
parches. ESta distribucibn permanece constante entre 4°C vy
37°C.

En general, es sabido que los residuos de carbohidra

tos que se reconocen con lectinas presentan una distribucibn
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en la superficie celular que depende de la temperatura de in
cubaci6n. Asf, los receptores a lectinas se distribuyen en
forma contfnua a temperaturas de 0°C a 4°C, mientras que se
organizan en parches o incluso, se agregan en una zona de la
superficie, a 37°C (Karsenti y Avrameas, 1973; Nicolson,1974;
Feigenson y col., 1976; Barazzone y col., 1980). Sin embar-
go, en células de higado en cultivo y en reposo, se ha ob-
servado que los receptores B-adrenérgicos se encuentran dis-
tribuidos en parches en un rango de temperatura entre 4°C y
37°C (Henis y col., 1982). Estos receptores s6lo se distri-
buyen en forma contfnua cuando las células se estimulan con
isoproterenol. Si bien no existe informacifén sobre la pre-
sencia de &cido si&lico en los polipéptidos que conforman

los receptores B (Schorr y col., 1982; Cerione y col., 1983),
existe siempre la posibilidad que ellos se encuentren asocia
dos a mol&culas ricas en este carbohidrato. Esta situacifn
explicarfa la similitud de comportamiento a la temperatura
de los residuos de &cido siflico en cé&lulas acinares de pard
tida y de los receptores g-adrenérgicos en células hepdticas
en cultivo.

En poco probable gue las moléculas de membrana gue
contienen &cido siflico se encuentren dispersas a lo largo
de la membrana y s6lo formen agregados cuando interaccionan
con WGA. En este caso, la formacidn de agregados serfa de-

pendiente de la temperatura e independiente del agonista
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empleado.

Es m&s probable gue las moléculas portadoras de &ci-
do sidlico se encuentren formando agregados, entre ellas 6
con otras moléculas como receptores B-adrenérgicos por ejem
plo, antes de su interaccibn con la lectina. Es también po-
sible gque estas moléculas que contienen &cido siflico sean
proteinas integrales de la membrana plasm8tica que podrian a
su vez estar asociadas a elementos del citoesqueleto. Al
respecto, se ha demostrado qgue la fraccibdn cuantitativamente
m&s importante de &cido siflico,en una preparacibn enriqueci
da en membrana plasmi&tica de parbtida de ratén, se encuentra
asociada a moléculas de muy baja polaridad (L6pez y Galanti,
1976; Rivera y Galanti, 1982).

Como se ha indicado anteriormente, es poco probable
que la distribucién en parches de receptores a WGA se deba a
internalizacién del complejo lectina-molécula portadora de &
cido siflico. Asfi, en ninglin caso se ha encontrado vesfculas
endociticas conteniendo WGA-Fer.

En cuanto a la distribucifn contfnua de los residuos
de manosa, podria deberse a que estos receptores se encuentran
separados en el plano de la membrana por distancias superiores
a las requeridas por ConA para formar agregados. Se ha descri
to que se necesita de una distancia mfnima de aproximadamente
10 nm entre receptores de ConA para que esta lectina sea capaz

de inducir agregacién (Garrido y col., 1974). El depbsito de
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la lectina en varios planos a partir de la membrana plasm&ti
ca puede indicar la proyeccibn de oligosac&ridos, probable-
mente ramificados, hacia el medio extracelular.

La pérdida de reactividad a ConA observada después de
aplicar estfmulos que inducen s6lo secrecibn, podrfia indicar
pérdida de residuos de manosa O enmascaramiento de los recep
tores que llevan este monosacdrido. En fracciones enrigueci
das en membrana plasmética de par6tida de ratén estimulados
con agonistas que inducen s&lo secrecibn, se ha demostrado
pérdida importante de carbohidratos neutros (L6pez y Galanti,
1976). Por otra parte, la estimulacidn 4n vitro de acinos

aislados de par6tida con IPR 10~ °

M, que induce una secrecién
importante, elimina la reactividad de la superficie basal a
ConA. Por el contrario, la incubaci®n de estos mismos acinos
con PIL 10_3 M, gue provoca una éecrecién de aproximadamente
30%, no modifica la reactividad ni la distribucién de los re
siduos de manosa a ConA. Estos hechos sugieren fuertemente
gque IPR y no asf pilocarpina induce directamente pérdida de
residuos de manosa de la superficie basal. Sin embargo, es-
ta filtima droga elimina la reactividad a ConA cuando los aci
nos se estimulan £n v4{vo, lo que apunta nuevamente a que pilo
&arpina actfia en estas condiciones, a través del sistema sim
pético.

La reactividad aparente a WGA de la superficie basal

de las células acinares tanto 4{n vivo como 4n vLtro aumenta
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cuando E&stas se estimulan solo a secretar con IPR. Los ex- .
perimentos realizados con lectina radioactiva, y la determi
nacién de &cido siflico liberado por neuraminidasa de acinos
aislados después de la estimulacibén a secretar, confirman que
existe un aumento real de &cido siflico en la superficie ce-
lular en estas condiciones. Considerando que el proceso de
secrecibn inducido por isoproterenol implica muy probablemen
te eliminacibn de residuos de manosa de la superficie celu-
lar, cabe la posibilidad que de esta manera se expongan nue-
vos residuos de &cido si&lico o que los mismos residuos ad-
guieran mayor reactividad. Sin embargo, el aumento en el
contenido de &cido siflico en membranas plasmaticas obteni-
das de par6tidas después de estimulacibn a secrecién parece-
ria indicar que lo que en realidad ocurre es un incremento

de &cido si&lico en la superficie celular. Este aumento po-
drfa explicarse como resultado de la incorporacifén de nueva
membrana, rica en &cido si&lico, proveniente de microvesicu-
las que se fusionan con la membrana plasm&tica.

El reordenamiento de los receptores de lectina, de
una distribucibn en parches a otra contfinua por estimulacién
del proceso secretor puede explicarse por cambios en la movi
lidad de las moléculas portadoras de &cido sidlico en el pla
no de la membrana, como consecuencia de la eliminacién de
los residuos de mancsa. Tambi&n es posible que una modifica
cién de las fuerzas que hacen posible la interaccibn entre

las moléculas que se unen a WGA sean responsable del




referido reordenamiento. Nuevamente esta redistribuciéfn de
receptores se observS con isoproterenol cuando el experimen
to se realiz6 in v.itro; pilicarpina, en estas condiciones no
modific6 la distribucién en parches de los residuos de &cido
sidlico.

La dosis alta de isoproterenol administrado £Lrn vdive,
provoca secrecifn masiva de o - amilasa e induce sintesis de
ADN y mitosis (Sans y Galanti, 1975-79). En estas condicio-
nes los receptores de ConA se encuentran en Intima relaciédn
con la membrana plasmitica, a diferencia de la distribucibn
en varios planos que presentan las c&lulas no estimuladas.
Empleando estas mismas condiciones, Lfpez y Galanti (1976},
demostraron que a tiempos cortos después de la estimulacidn
con isoproterenol ocurre una disminucibén en el contenido de
carbohidratos neutros y de &cido sidlico en fracciones enri-~
quecidas en membrana plasmftica. Por lo tanto, la imagen de
partficulas de ferritina sélo en un plano después de estimu-
lar secrecifn masiva podria indicar eliminacifn de manosa de
la superficie. 8Sin embargo, es interesante gue una dosis
baja de isoproterenol, que induce s6lo secrecifn, provoca pé&r
dida total de reactividad a ConA en la superficie basal mien
tras gue una dosis alta, que induce secrecifn masiva y proli
feracibn, mantiene una reactividad clara aungue s6lo en un
plano. Una explicacifn a este resultado se encuentra en el

hecho que, ademfs de la salida de residuos de manosa expuestos
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en la superficie, la dosis alta de isorpoterenol provoca pér
dida de residuos de &cido sidlico terminal. Este proceso,
ampliamente demostrado en esta tesis y en trabajos anterior-
res, expondria residuos de manosa subterminales que necesa-
riamente deberian encontrarse mds cercanos al plano de la
membrana. Esta proposicibén no sblo explica la reactividad

a ConA en la superficie celular después de un estfmulo gue
produce una secrecibn vigorosa sino ademds la distribucibn
observada de los receptores. Los experimentos realizados pa
ra ensayar esta hip6tesis parecen confirmarlo. Asf, el tra-
tamiento de los acinos aislados con neuraminidasa y su poste
rior incubacibn con ConA, resulta en una imagen de reactivi-
dad de la superficie basal similar a la observada después de
la estimulacién de los acinos 4n v{vo con la dosis alta de
isoproterenol.

Adem&s, manosidasa elimina la reactividad de la super
ficie basal a ConA en acinos provenientes de parStidas estimu
ladas con la dosis alta de isoproterenol. Este resultado
nuevamente sugiere que la eliminacién de &cido siflico de la
superficie basal producido por la dosis alta de isoproterenol
expone nuevos residuos de manosa.

Por otra parte, la dosis alta de isoproterenol provo-
c6 una disminucién aparente de la reactividad a WGA de la
superficie basal. Los experimentos realizados con WGA-3H de

mostraron una cafda vertical de la unibn de la lectina a los
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acinos aislados. M&s afin, la cantidad de &cido sidlico libe

rado por neuraminidasa de acinos aislados de parftidas esti-

muladas con la dosis alta de isoproterenol fue significativa

mente menor que la liberada de acinos no estimulados. Estos

resultados, sumados a la pérdida en el contenido de &cido sid
lico de fracciones enriquecidas de membrana plasmdtica obteni
das de parbtidas estimuladas con la dosis alta de isoprotere-
nol, indican que la disminucibén aparente de reactividad a

WGA observada en la superficie basal corresponde a pérdida de
dcido siflico de este compartimento de la membrana.

El hecho que isoproterenol 10> M provoca una dismi-
nucién de la reactividad de la superficie basal a WGA cuando
se incuba 4n v{tro con acinos aislados, indica que la accibn
de la droga es directa, como ya se habfa indicado para resi-
duos de manosa.

Hay evidencias que sugieren que el isoproterenol ac-
tiva glicosidasas de la superficie celular. Asi, en los ex-
perimentos en los que se incub6 acinos aislados con neuramini
dasa, se observ6é una actividad end6gena de esta enzima. Por
otra parte, Lépez y Galanti (1976), encontraron que la incu-
bacién de una fraccibn enriquecida en membrana plasmdtica de
par6tida de ratén con isoproterenol provoca una pérdida sig-
nificativa de &cido sidlico. Basados en estos resultados es
tos autores postularon gue el isoproterenol activaba una neu

raminidasa presente en la membrana plasmética. Existen
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referencias en la liberatura sobre la presencia de neuramini
dasa en la superficie celular de plagquetas (Bosmann, 1979),
eritrocitos (Bosmann, 1974) y c&lulas hep&ticas (Pricer y
Ashwell, 1971). Por otra parte, la recuperacibn de la reac-
tividad de la superficie basal a WGA, después de la dosis al
ta de isoproterenol, concuerda con la recuperacitn de los ni
veles de Acido sidlico en membranas aisladas de pardtida
estimulada con la misma dosis del agonista (LSpez y Galanti,
1976; Lbpez y Durham , 1983). Estos filtimos autores han de-
trado, ademis, la presencia de una sialil-transferasa en la
membrana plgsm&tica de par6tida de rat6n, cuya actividad au-
menta simultineamente con la recuperacidn de los niveles de
Scido siflico en la membrana, despu€s de la estimulacién con
la dosis alta de isoproterencl.

Otro hecho interesante es que el &dcido siflico se
pierde de la membrana plasmitica s8lo en respuesta a dosis
de isoproterenol que inducen secrecién masiva, sintesis de
ADN y mitosis. Este hecho ha sido confirmado en otros sis-
temas experimentales. Asf, cé€lulas de msculo liso y fibro-
blastos mantenidos en cultivo en reposo proliferativo son es
timulados a proliferar cuando se tratan con neuraminidasa
(Nilsson y col, 1982; Vaheri y col., 1972). Por otra parte,
Enrich y col. (1983), demostraron que ocurria pérdida de

dcido siflico de una fraccién de membrana plasmitica preparada
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de higado de ratones sometidos a hepatectomfa parcial. La
salida de 4cido siflico de la membrana aparecfa como un suce
so temprano en el periodo prereplicativo.

La salida de &cido si&lico de la membrana plasm&tica
debe producir un fuerte reordenamiento de las moléculas que
conforman la membrana. Asi, en preparaciones de membranas de
par6tida de rat6én se ha demostrado que la remocibn de dcido
sidlico produce cambios en la actividad de algunas enzimas
de membrana. Se ha postulado que estos cambios reflejan va-
riaciones en las interacciones que existen entre las molécu-
las integrales de membrana (LSpez y Durham, 1983). Esta hi-
pbtesis parece confirmada con las variaciones medidas por di
croismo circular, producida en una fraccién de membrana plas
mitica aislada de hepatocitos y tratada con neuraminidasa
(Reutter y col., 1978). Este autor confiere al &cido sifli-
co un efecto estabilizante sobre la conformacién de glicocon
jugados de la membrana, independiente de la conferida por las
asociaciones de las moléculas de membrana con microfilamentos
y microtGbulos.

La estimulacién de la sintesis de ADN inducida por
isoproterenol en parétida de ratén, ocurre sin la participa-
cién directa de los receptores B-adrenérgicos y poOr un meca-
nismo que no invelucra al AMP cfclico (Durham y col., 1974Db).
‘Por lo tanto, el &cido siflico parece jugar un rol protagonis

ta en la transicién reposo proliferativo - proliferacibn
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celular, posiblemente a través de su interaccibén con el ibn
Ca (Durham, observaciones no publicadas).

Considerando que la presencia y patr6én de distribu-
cién de residuos de azficares, que confieren especificidad a
la superficie celular, estdn controlados genéticamente (Kal-
ckar, 1965), es posible postular que la distribucibn de resi
duos terminales de &cido sidlico y manosa presentarfan un or
denamiento particular en la superficie de la célula. Final
mente, perturbaciones gue afecten la cantidad y distribucibn
de estos residuos podrfan alterar los mecanismos que regulan

la induccién de secrecidn y de proliferacibn celular.
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V. CONCLUSIONES

Los acinos después de la disgregacién mantienen su inte-
gridad morfolbégica y metabdblica.

La superficie basal de las c€lulas acinares presenta resi
duos de manosa y &cido sidlico terminales como componentes
de glicoconjugados de la membrana plasmatica basal.

La induccién de secrecidbn en el animal completo o {n vitro
con isoproterenol provoca pérdida de residuos de manosa des
de el glicocaliz de la superficie basal.

Pilocarpina induce pé€rdida de residuos de manosa s6lo en la
superficie basal de cé&lulas acinares estimuladas a secretar
en el animal completo. Este hecho, sumado a otros descritos
en la literatura, sugiere fuertemente que pilocarpina induce
secrecibén de o- amilasa actuando por via adrenérgica.

La induccidén de secrecibn y la estimulacién de la sintesis
de ADN, en el animal completo o {n v{fro, con isoproterenol
provoca disminucién del contenido de residuos de &cido sidli
co en la superficie basal de las células acinares. La pérdi-
da de &4cido sidlico expone residuos de manosa subterminales.
Glicoconjugados que portan residuos de manosa, no modifican
su distribucién en la superficie basal de las cé&lulas acina-
res, después de ser estimuladas a secretar y/o proliferar.

Glicoconjugados que contienen residuos de
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scido si&lico presentan dos tipos de ordenamiento}dis-
contfnuo o en parche y continuo. Se suministra evi-
dencia que demuestra que la estimulacibén a secretar 6

a proliferar puede gatillar tal transicibn.
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VII. APENDICE DE MATERIALES Y METODOS

1. Determinaciones quimicas

1.1 Protefinas

Se aplic6é la técnica de Lowry y col. (1951). Alicuo
tas del homogeneizado se mezclaron con un volumen igual de
NaOH 2 N y se incubaron en bafho de agua a 60°C por 30 minu-
tos. Posteriormente, se agregb 1.25 ml de cuprotartrato al-
calino (tartrato de potasio 1%; CuSO, 1%; NapCO3 2%). Des-
pués de 10 min se agreg6 0.25 ml de reactivo de Folin dilui-
do 1:1 en agua destilada y deionizada. Se dej6 30 min a tem
peratura ambiente. Se midié densidad 6ptica a 550 nm con un
espectrofotémetro de doble haz, . Schimadzu UV-190.

La curva de calibracién se hizo con albdmina sérica

de bovino.

1.2 Determinacién de la actividad oa-amilasa

Se emple6 la técnica de Bernfeld (1955). Se preincu
b6 175 nl de almidén libre de dextrinas al 1% en tamp6n Bern
feld en bafio de agua a 20°C por 5 minutos. Luego se agregb

25 ul del homogeneizado y se incub6 otros 4 min a la misma
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temperatura. Posteriormente, se agregf 200 pl de &cido 3,5-
dinitro salicilico (ADNS) (1 g de ADNS y 30 g de tartrato de
Na yv K en 50 ml de agua destilada y 20 ml NaOH 1 N; se com-
pleté a 100 ml con agua destilada) y se colocaron los tubos
en hielo. Se agregé 1 ml de agua destilada, se mezcl6 y mi-
di6 la densidad 6ptica del cromé6foro formado a 540 nm (Schi-
madzu UV-190).

Se usd como referencia una solucibén de glucosa. Los
resultados se expresaron como pmoles de B-maltosa liberada

por mg de protefna, en un min a 20°C.

1.3 ADN

1.3.1 Extracciéﬁ

Se empleb la técnica de Schneider (1957). Alicuotas
de 1 ml de homogeneizado de acinos se mezclaron en frio con
igual volumen de TCA 10% y se dejaron en reposo durante 10
minutos. Los tubos se centrifugaron a 1.000 x g por 10 min
y los sedimentos resultantes se lavaron por resuspensidén y
centrifugacién a 4°C, sucesivamente con vollmenes de 2 ml de:
TCA 5%, etanol 80% y etanol-éter 3:1 (tres veces). Posterior
mente, los sedimentos se suspendieron en TCA 5% y se incuba-

’

ron en bafio de agua a 90°C durante 20 min, al cabo de los
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cuales se colocaron en un bano de agua-hielo por 5 minutos.
A continuacién, los tubos se centrifugaron a 1.000 x g duran
te 10 minutos. El ADN se determiné quimicamente en sl sobre

nadante.

1.3.2 Determinacibén del contenido de ADN

Se aplic6 la técnica de Burton (1956). Alicuotas de
125 y 250 ul de los sobrenadantes obtenidos en 1.3.1 se mez-
claron con vol@Gmenes iguales de dcido perclérico (APC) 1 N y
se llevaron a 1 ml con APC 0.5 N. A cada tubo se agregbf 2
ml de solucibén de difenilamina* y se dejaron en la oscuridad
a temperatura ambiente durante 17 horas. Al cabo de este pe
rfodo se midié la densidad 6ptica a 600 nm (Schimadzu UV-190).
Las curvas de calibracién se realizaron con ADN de timo de

ternera.

Solucidn de difenilamina: 1.5 gr de difenilamina cristalizada fueron
disueltos en 100 ml de &cido acético glacial y mezclados poco antes
de la reaccidn con 1.5 ml de &cido sulfiirico concentrado y 0.5 ml de
acetaldehido diluido en agua (16 mg/ml).
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1.4 Incorporacibn de timidina -3H

Los acinos, estimulados con IPR DLO-5 M 6 no estimula
dos, se lavaron 3 veces con solucibfn Hanks, se colocaron en
placas Falcon con 2 ml de medio M-199 y se llevaron a un in-
cubador con atmésfera de aire/CO, (95%/5%) mantenido a 37°C.
A intervalos de 5 hrs, un triplicado de placas con acinos
estimulados o no estimulados recibi6 timidina tritiada (1
uCi/ml, act. esp. 25 Ci/mmol) por 30 minutos. Luego, los a-
cinos se lavaron 3 veces con tampén Bernfeld, centrifugando
a 670 x g por 5 min cada vez. Una vez recogidas todas 1gs
muestras (5, 10, 15, 20 y 25 h) se homogeneizaron en la
forma descrita en el punto 3.2 y el ADN se extrajo segfin la
técnica de Schneider, descrita en 1.3.1. De los 2 ml de hi
drolizado final se tom6 una alicuota de 1 ml para el conteo
de radiocactividad y alicuotas de 125 pl y 250 pl para la me-
dicidn del contenido de ADN.

La radioactividad se midi6 en 10 ml de un ligquido de
centelleo (PPO 0.5% y POPOP 0.05% disueltos en Tritén X-100/
Xileno, 1:2 v/v) en un espectrfmetro Beckman LC-100 con una
eficiencia de 59%. Los resultados se expresaron en cpm de

precursor radioactivo incorporado por mg de ADN celular.




