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RESUMEN

Los receptores Muscarinicos y p-adrenérgicos son fundamentales para el
funcionamiento normal de las glandulas pardétidas (PG) tanto en los acinos como en los
ductos, de igual forma la proteina quinasa dependiente del AMPc y el cotransportador
NKCC1 cumplen un papel fundamental en la secrecion de fluido en PG. Aunque se
conoce que estos receptores y proteinas son importantes para la secrecion de fluido en
las glandulas salivales, poco se sabe acerca del papel que estas proteinas y receptores
desempefan en los ductos. Para conocer cual es el papel que desempenan los
receptores se utilizaron agonistas muscarinicos (Carbacol, CCh) y B-adrenérgicos
(isoproterenol, IPR) y se descubrio que la activacion de estos dos receptores en conjunto
produce un gran aumento en la secrecion de fluido dentro de los ductos de PG, Ademas,
los tratamientos con bumetanida (inhibidor selectivo de NKCC1) y H89 (inhibidor de
PKA) disminuyeron la tasa de secrecion en los ductos, indicando la importancia crucial
de NKCC1 y PKA en este proceso. Estos hallazgos ofrecen una comprensién mas
profunda de los mecanismos reguladores de la secrecién salival, especialmente en el
contexto de los ductos glandulares.

Palabras claves: Glandulas salivales, receptor Muscarinico, receptor 3-adrenérgico
NKCC, PKA.
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ABSTRACT

Muscarinic and B-adrenergic receptors are pivotal for the normal functioning of parotid
glands (PG) in both acini and ducts. Similarly, the cAMP-dependent protein kinase (PKA)
and the cotransporter NKCC1 play a fundamental role in fluid secretion in PG. While it is
known that these receptors and proteins are crucial for fluid secretion in salivary glands,
little is understood about their specific roles in ducts. To elucidate the roles of these
receptors, muscarinic agonists (Carbachol, CCh) and [p-adrenergic agonists
(isoproterenol, IPR) were employed. It was discovered that the activation of these two
receptors together significantly increased fluid secretion within PG ducts. Additionally,
treatments with bumetanide (a selective NKCC1 inhibitor) and H89 (a PKA inhibitor)
decreased the secretion rate in the ducts, indicating the crucial importance of NKCC1
and PKA in this process. These findings provide a deeper understanding of the
regulatory mechanisms of salivary secretion, particularly in the context of glandular
ducts.

Key words: Salivary glands, muscarinic receptor, 3-adrenergic receptor NKCC, PKA.
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1. INTRODUCCION

La saliva es un fluido complejo compuesto principalmente por la secrecion de las
glandulas principales, asi como por cientos de glandulas salivales menores que drenan
en la cavidad oral. En este espacio, se desempefan diversas funciones esenciales, tales
como la lubricacion de la superficie mucosa oral, la remineralizacion y desmineralizacion
de los dientes, la digestién de alimentos, y la regulaciéon de la microbiota oral (Proctor,
2016) A nivel fisiologico, la composicion y la cantidad de la saliva en personas sanas
difiere de aquellas que experimentan hipofuncionamiento de las glandulas salivales,
como en el sindrome de Sjogren, el cancer de las glandulas salivales o las secuelas de
la radioterapia en pacientes con cancer de cuello y cabeza (Beatriz & Busamia, 2010;
Serrano Martinez et al., 2021; Yura & Hamada, 2023). Este mal funcionamiento esta
relacionado con la sequedad bucal, que se asocia con una reduccidn en la sensacion
del gusto, disfagia e infecciones oportunistas; como las caries dentales, entre otras
(Padmanabhan et al., 2023; Paulais & Turnerg, 1992). En los seres humanos las
principales glandulas salivales son las Parodtidas (PG), submandibulares (SMG) y
sublinguales (SLG), las cuales secretan entre 0.5 y 1 litro de saliva por dia. Esto se logra
debido a que células secretoras expresan proteinas transportadoras en sus dominios
apicales y basolaterales las cuales permiten la secrecion vectorial de solutos y fluido

hacia el espacio luminal (Kondo et al., 2019; Yura & Hamada, 2023).

Las funciones de estas glandulas estan reguladas por ramas parasimpatica y simpatica
del sistema nervioso autonomo. Se sabe que la estimulacion adrenérgica simpatica de
las células PG y las SMG resulta en escasa secrecion de un liquido rico en proteinas y
una baja concentracion de cloruro de sodio (NaCl) (Serrano Martinez et al., 2021). A su
vez, la estimulacion colinérgica parasimpatica de las glandulas PG y las SLG produce
una gran cantidad de liquido pobre en proteinas y relativamente rico en NaCl
(Begenisich et al., 2004; Serrano Martinez et al., 2021). El mecanismo latente a la
regulacién de las glandulas salivales por parte del sistema simpatico es dependiente de
la expresion de receptores B-adrenérgicos, que incrementa los niveles de adenosina
monofosfato ciclico (AMPc). Por otra parte, la estimulacion del sistema parasimpatico
depende de la expresion de receptores de acetilcolina de tipo Muscarinicos, que
aumentan los niveles intracelulares de calcio (Begenisich et al., 2004; Kondo et al.,

2019). Esta relacion ha sido corroborada mediante la estimulacion con agentes
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especificos como el agonista colinérgico directo Carbacol, el cual ejerce una accion
directa gracias a su contenido de éster de colina. En contraste, el agonista [3-
adrenérgico, como el isoproterenol, tiene su funcion evaluada a través del AMPc, lo que
se traduce en un aumento de la liberacion de proteinas especificas debido a su
estimulacion particular (Alterman et al., 2012; Cano et al., 2019; Kondo et al., 2019; Park
et al., 2001)

La secrecion de las glandulas salivales es un mecanismo que se da en dos etapas. La
primera etapa sucede en las células acinares que secretan un liquido isotonico muy
parecido al plasma que posteriormente es modificado por las células de los ductos que
absorben una gran cantidad de NaCl y secretan bicarbonato de potasio (KHCO3) (Pena-
Munzenmayer et al., 2021; Porcheri & Mitsiadis, 2019). Las células acinares presentan
diversos canales y transportadores tanto en su membrana apical (canales ionicos de CI
, canales transportadores de agua, los transportadores de iones como la bomba de
sodio-potasio) como, en su membrana basolateral (canal de K* activados por Ca®" y
cotransportadores de Na*/K*/2CI" [NKCC1]) (Bhattarai et al., 2018; Porcheri & Mitsiadis,
2019). Estos canales tienen un papel fundamental en la emisién y absorcién de
electrolitos que conforman la saliva primaria (Begenisich et al., 2004; Bhattarai et al.,
2018). En el caso del cotransportador NKCC1 utiliza el gradiente de Na* dirigido hacia
adentro generado por Na*/K* ATPasa para concentrar CI en el medio intracelular de las
células acinares, lo que resulta en una acumulacion intracelular de CI™ por encima del
equilibrio electroquimico (Park et al., 2001; Pena-Munzenmayer et al., 2021). Se ha
descubierto en estudios previos que con ratones NKCC17 que expresan altos niveles
de la proteina AE2 (CI/HCOgs'isoforma intercambiadora) para contrarrestar la pérdida de
NKCC1 (Bhattarai et al., 2018; Gonzalez-Begne et al., 2007). En consecuencia, los
ratones knockout NKCC17 revelaron una reduccion del 60% de la secrecion saliva en

respuesta a la estimulacion muscarinica.

En la segunda etapa, las células pertenecientes al sistema de ductos en las glandulas
salivales tienen un papel fundamental para el transporte y remineralizacion de la saliva
(Bhattarai et al., 2018; Porcheri & Mitsiadis, 2019; Yura & Hamada, 2023). El sistema de
ductos de las glandulas salivales estd compuesto principalmente por conductos
estriados (intralobulares), intercalados (intralobulares) y excretores (extralobulares). La
reabsorcién de NaCl se da tanto en los ductos intralobulares como en los extralobulares
(Bhattarai et al., 2018; Catalan et al., 2010). El intercambiador Na*/H*(NHE) en sus tres
isoformas (NHE1, NHE2, NHE3) y el canal epitelial de Na*(ENaC) que se encuentran
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en la membrana apical de los ductos tienen un papel fundamental en la reabsorcion
ductal de Na* (Catalan et al., 2010). La isoforma con mayor impacto en la secrecion de
las glandulas es NHE1, el cual estimula la salivacion regulando el flujo de iones Cl'y
HCO3™, mediante las células acinares manteniendo el pH intracelular tanto en estado de
reposo como en estado de estimulacion por agonistas muscarinicos (Bhattarai et al.,
2018; Ollero et al., 2006). De igual forma, se ve como NKCC se expresa principalmente
en células acinares, y en el epitelio del conducto intralobular de ratas (Bhattarai et al.,
2018; Ollero et al., 2006). Estos transportadores utilizan el gradiente de Na* impulsado
por la Na*/K* ATPasa para regular al Cl dentro de las células, las gradientes generadas
son aprovechadas por los intercambiadores CI/HCOs; y Na*/H* lo que termina
aumentando la concentracion intracelular de CI'. Ademas, el gradiente de Na® aumenta
la concentracion de HCOs a través del simporte Na*-HCOj3™ altamente expresado en
células de los ductos (Lee et al., 2012). La activacion de los receptores acoplados a
proteina Gs da como resultado la elevacion del AMPc intracelular y posteriormente la
activacion de la proteina quinasa A (PKA) esto a su vez provoca el aumento de Ca?

intracelular (Nedvetsky et al., 2014; Pena-Munzenmayer et al., 2021).

Por otra parte, el H89 es un inhibidor selectivo de PKA que desde su descubrimiento se
ha usado ampliamente para evaluar el papel de esta proteina en distintos tejidos como;
hepatocitos, células de musculo liso o tejido neuronal (Lochner & Moolman, 2006; Pena-
Munzenmayer et al., 2021). Otro inhibidor selectivo seria la Bumetanida que inhibe el
simporter NKCC1 (Pena-Minzenmayer et al., 2021; Xu et al., 2017). La bumetanida es
un farmaco utilizado para el tratamiento de diversas afecciones como; insuficiencia
cardiaca, enfermedades hepaticas o renales, entre otras (Jayakumar & Puschett, 1977).
Los mecanismos subyacentes a las diferencias funcionales en la regulacién simpatica y
parasimpatica de las principales glandulas salivales han recibido poca atencion. Las
vias de secrecion de saliva dependientes del AMPc influyen sobre las tasas de secrecion
de fluidos dentro de los ductos al igual que altos niveles de Ca®* también influye dentro
de la secrecion de fluidos en el espacio luminal (Pena-Muinzenmayer et al., 2021). Sin
embargo, no se conoce a profundidad el mecanismo de secrecion de los ductos de PG.
Por lo cual, estudiar el papel de las proteinas; como el NKCC1 y la PKA, las cuales
interactian en este proceso permitiendo la absorcion y secrecion de fluidos en el
espacio luminal pueden arrojar luz del posible funcionamiento de éste (Catalan et al.,
2015; Evans et al., 2000; Pena-Minzenmayer et al., 2021). A pesar de que ya se ha
confirmado que la expresion se NKCC1 es mayor en los acinos y su presencia es menor

en los ductos, no se conoce cual es el papel funcional que tiene este cotransportador
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dentro de los ductos (Pena-Munzenmayer et al., 2021). De igual manera, se ha descrito
que la PKA tiene un papel fundamental en la activacién del regulador de la conductancia
transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) indispensable en la secrecion de fluido y
HCOs™- (Ollero et al., 2006; Pena-Minzenmayer et al., 2021). También se ha observado
la influencia de PKA en la funciéon de los canales MaxiK los cuales pueden ser
indicadores del aumento del liquido ductal y la secrecion de HCOs™ por los receptores
movilizadores de Ca** (Mcnicholas et al., 1996; Ollero et al., 2006). Bajo este concepto,
se investigo el papel que desempefian estas proteinas en los ductos de las glandulas
parotidas (PG), dado que aun no se ha dilucidado cuales podrian ser los efectos
resultantes de la inhibicion mediante agonistas de NKCC1 y PKA. Ademas, se carece
de informacion acerca de como la sobreexcitacion de los receptores colinérgicos y
adrenérgicos podria impactar y modificar la tasa de secrecion en los ductos de las

glandulas parétidas de raton.

La investigacion de los mecanismos vinculados a la secrecion de saliva no solo puede
arrojar luz sobre nuevas perspectivas terapéuticas, sino que también para comprender
a fondo el funcionamiento de los ductos de las glandulas salivales. Se ha identificado
que el cotransportador NKCC1 desempefia un papel en la secrecion de las células
acinares dentro de los ductos, aunque aun no se ha descrito completamente el
mecanismo especifico que cumple en la secrecion y absorcion de liquidos en dichas
estructuras (Bhattarai et al., 2018). En este estudio, se examiné la actividad de los
ductos en respuesta a agonistas muscarinicos (Carbacol [CCH]) y B-adrenérgicos
(Isoproterenol [IPR]) de manera conjunta. Ademas, se investigo el papel de NKCC1 y
PKA a través de su inhibicidn selectiva. Los resultados obtenidos revelaron que la
respuesta a los agonistas tiene el potencial de incrementar significativamente la tasa de

secrecion, mientras que la inhibicion selectiva es capaz de disminuir dicha tasa.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Obtencion de modelo animal

En el estudio se emplearon ratones machos y hembras con edades comprendidas entre
8 y 12 semanas (ver anexos). Los animales fueron alojados en jaulas microaisladas con
acceso ad libitum a alimento de laboratorio y agua. Siguiendo un ciclo de Luz/Oscuridad
de 12:12 horas. Todos los procedimientos con animales fueron aprobados por el comité
de bioética de la Universidad Austral de Chile (protocolo 431/2021 UACh).

2.1.2 Ratones ASCL3/DTA

Se utilizaron 5 ratones ASCI3/DTA (+/+) que fueron inducidos por tamoxifeno a través
de una sonda administrada por via oral (0.25mg/Kg) y 5 ratones ASCI3/DTA(-/-) sin
induccién por tamoxifeno. Los medios de administracion fueron aprobados por el comité
de bioética de la Universidad Austral de Chile (protocolo 431/2021 UACh). (Tang, Q., et
al 2019; Arany S., et al 2011). Se utilizo una cre recombinasa inducible por tamoxifeno
bajo el promotor del gen Ascl3 ya que este factor de transcripcion se expresa en una
subpoblacién de ductos que se encuentran dentro de las glandulas salivales que estan
co—localizados con NKCC1 (Arany et al., 2011).

2.1.2 Eutanasia de los ratones.

Se anestesié a los animales con lIsoflurano (Baxter, f-10142) (1 mg/g) mediante
administracién inhalatoria. Posteriormente, se procedio a la eutanasia y enseguida una
dislocacion cervical siguiendo los lineamientos del comité de bioética de la Universidad
Austral de Chile (protocolo 431/2021 UACh).

2.2 Extraccion de las glandulas paroétidas.

Una vez realizada la eutanasia, se fijo el raton en una placa de plumavit con agujas en
sus dos extremidades superiores y una a la altura de la boca. Posteriormente, se limpio
el cuerpo del animal con etanol al 70%. Seguido, se efectud una incision primaria con
tijeras Mayo de hoja recta (F.S.T) desde la boca hasta el pecho, de forma recta hasta la

altura del cuello. Del mismo modo, se realizaron cortes horizontales hacia la izquierda y
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hacia la derecha de manera consecutiva. Se removi¢ la piel que cubre el cuello con dos
pinzas de punta fina (3,5 mm x 1 mm F.S.T), asegurando la sujecion tanto del lado
izquierdo como del lado derecho con dos agujas en cada extremo. Finalmente, la
diseccion se llevo a cabo con la asistencia de una lupa de diseccion (Nikon SMZ 1500)
para extraer las glandulas parétidas como fue previamente descrito por Arany (Arany
S., et al,. 2011). Las glandulas fueron colocadas sobre 0.5 mL de medio de digestién
(Dulbecco’s Modified Egele’s Medium- high glucose + ampicilina 100 units/ml y
estreptomicina 100 ug/ml [DMEM + HG + AB] + Colagenasa tipo Il 0.5 mg/ml + CaClI2 1

ul/ml), dispuesto sobre parafilm.

2.2.1 Preparacion del tejido

La preparacion del tejido se realizo mediante un protocolo aun no publicado de nuestro
laboratorio. Las glandulas Parétidas fueron cortadas 250 veces con unas tijeras de
mano curva (F.S.T) sobre parafilm. Seguido, se removieron las glandulas del parafilm
con ayuda de una 50 pL de medio de digestidon y una pipeta pasteur. En un tubo Falcon
de 50 mL, se agregd 10 mL de medio de digestion y las glandulas previamente tratadas.
Seguido, se realizé6 una primera incubacion de 40 minutos a 37°C en un bafio
termorregulado con agitacién constante a 120 RPM. Terminada la incubacion, el tejido
se centrifugd (IEC Clinical Centrifuge) a 3000 rpm por 30 segundos y se eliminé el
sobrenadante. Posteriormente, se afiadié nuevamente medio de digestion y se volvio a
incubar por 40 minutos en el bafio termorregulado. Finalmente, se volvié a centrifugar
a 3000 rpm por 30 segundos y se desecho el sobrenadante, se agregaron 5 mL medio

alto en glucosa (DMEM + HG + AB) para resuspender el tejido.

2.2.2 Extraccion de ductos

Se deposité el tejido junto al medio alto en glucosa en una placa Petri de 35x15 mm 'y
se realizd la extraccion de los ductos con un microscopio invertido modificado con dos
jeringas de 1 mL con agujas 30G removiendo el tejido para identificar los ductos. Los
ductos fueron extraidos y puestos en otra placa que contiene medio de cultivo
suplementado (DMEM+ HG + AB + Humec 10uM + extracto de glandula pituitaria bovina
20 pM). Humec es un suplemento que ayuda a que las células epiteliales se mantengan
sanas y no exista ninguna mutacién. Los ductos fueron incubados a 5% CO3, 37°C en

un incubador (BJPX-c50) durante 24 horas, tiempo necesario para que ocurra el sellado



espontaneo de los ductos segun los descrito por Wang, 2006 (Nakamoto et al., 2008;
Wang et al., 2006).

2.3 Soluciones.

Las soluciones se realizaron con un tampon que contiene 10 mM de HEPES apH 7.4y
osmolaridad de 310 mOsm (Shcheynikov et al., 2008; Wang et al., 2006).

Contiene KCI 4.3 mM, NaCl 120 mM, Na Gluconato 23mM, Glucosa 5 mM, Hepes10
mM, CaCl; 1mM, MgCl; 1mM

B+

Contiene KCI 4.3 mM, NaCl 120 mM, NaHCO3; 25mM, Glucosa 5 mM, Hepes 10 mM,
CaClz TmM, MgCl, 1mM

2.4 Visualizacion de los ductos con diferentes condiciones

2.4.1 Anadlisis microscopico

Los experimentos fueron realizados en un set-up que consiste en un microscopio
invertido Nikon eclipse 2, acoplado a un sistema de perfusion liquida de apertura manual
con un flujo de perfusion de (1.5mL/min). Y una camara de perfusion de 1 mL donde
fueron posicionados los ductos para su registro esta poseia un sistema de succion por
vacio. Ademas, el microscopio posee una camara digital marca Point grey donde se hizo

el registro de imagenes cada 30 segundos a traves del programa Micromanager 1.4.

2.4.2 Agonistas muscarinico y adrenérgico

Los ductos fueron expuestos a una perfusion de una solucién B~ por 5 minutos y
seguidamente fueron expuestos a una solucion B* por 10 minutos. Finalmente, se
expusieron a una perfusion con una soluciéon B* + Carbacol (Sigma; 212385-M) (CCH)
0.3 pM + Isoproterenol (IPR ) (Sigma; 16504) 0.1 uM por 20 minutos.



2.4.3 Inhibidor de NKCC1

Los ductos fueron expuestos a una perfusion de una solucién B por 5 minutos. Y fueron
expuestos a una solucién B* con bumetanida (Sigma, B3029) 10 uM por 10 minutos.
Finalmente, se expusieron a una solucion con una perfusién de solucién B+ CCH 0.3
MM + IPR 0.1 uM + bumetanida 10 uM por 20 minutos.

2.4.4 Inhibidor de PKA

Los ductos fueron expuestos a una perfusion de una solucion B~ por 5 minutos, y
estuvieron expuestos a una solucion B*y H89 (Sigma; B1436) 10uM por 10 minutos.
Finalmente, se expusieron a una solucion con una perfusion de soluciéon B*+ CCH 0.3
MM + IPR 0.1 yM + H89 10 uM por 20 minutos.

2.4.5 Tasa de secrecion.

Una vez terminados los experimentos las imagenes fueron guardadas en un archivo
.ome que posteriormente fue analizado en Fiji. Se midi6 el area del lumen del ducto en
funcién del tiempo con la herramienta de poligono en intervalos de 1 minuto. Una vez
obtenidas las éareas, estas fueron exportadas a Microsoft Excel 2016 (Microsoft
Corporation, 2016) donde se calcul6 el area relativa respecto al tiempo 0. Se grafico la
variacion del area en funcién del tiempo en respuesta a la aplicacion de diferentes
soluciones, agonistas o inhibidores ya mencionados. Para calcular la tasa de secrecion,
se selecciond los puntos de cambio correspondiente a la aplicacién de agonistas o
inhibidores a los que se les aplicd una regresion lineal para obtener los parametros,

donde la pendiente corresponde a la tasa de secrecion en mL/min.
2.5 Analisis estadisticos
Todos los experimentos y mediciones fueron realizados al menos tres veces. El analisis

de datos se realizé mediante Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corporation), los graficos

se confeccionaron usando graphpad 5.1 y Fiji.



3. RESULTADOS

3.1 Secrecion de fluido dentro de los ductos dada por IPRy CCH.

La combinacion del agonista colinérgico Carbacol (CCH 0.3 uM) y el agonista B-
adrenérgico Isoproterenol (0.1 uM) conduce a un aumento significativo en la secrecion
de fluido dentro de los ductos, como se ilustra en la (Figura 1). La estimulacién de las
vias B-adrenérgica y muscarinica no solo eleva los niveles intracelulares de Ca** y AMPc
(Hirono et al., 1998), sino que también desencadena una salivacion sostenida a lo largo
del tiempo. Este fendmeno subraya la relevancia crucial de estas vias en la secrecion
de fluido en las glandulas parétidas (Pena-Minzenmayer et al., 2021). Por otra parte
como se puede observar como en los primeros 10 minutos al aplicar la solucion sin
bicarbonato (B-) no existe ninguna respuesta dentro del espacio luminal (Figura 1),
mientras que desde el minuto 10 al 20 donde se aplica una solucion con bicarbonato
(B+) se ve una respuesta leve dentro del espacio luminal (Figura 1) mientras que en
desde el minuto 20 al 40 en donde se agregan los agonistas IPR y CCH en conjunto, se
ve como la tasa de secrecion aumenta significativamente (Figura 1).

Se puede observar como la respuesta frente a estos agonistas es alta y existe un
aumento significativo al tamafio del espacio luminal y como consecuencia existe un
aumento significativo en la secrecion de fluido. Los experimentos fueron realizados con
ratones DTA (Cre +/-) .
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Figura 1. Tasa de secrecion de fluidos dentro de los ductos con agonistas
Realizado por: Kirby, 2024

A través de estas observaciones, se descubridé que los conductos estimulados pueden
incrementar significativamente el tamafio de su lumen cuando son tratados con los
agonistas IPR y CCH, como se muestra en la Figura 1. Estos hallazgos sefialan la
importancia sobre el papel de estos agonistas en los procesos de secrecion y absorcion

de fluidos.

3.2 Respuesta a la inhibicion de NKCC1

NKCC es un transportador de Potasio, Sodio y Cloruro fundamental para la secrecion
de saliva localizado en la membrana basolateral de los acinos principalmente y en menor
medida en la membrana basolateral de una subpoblacion de células de ductos (Arany
et al., 2011). La isoforma NKCC1 es conocida como “secretora” y esta involucrada en la
secrecion de la gran mayoria de epitelios, existe numerosa evidencia que habla de cémo
este cotransportador esta involucrado en la secrecion de las glandulas salivales pero a
su vez, se sabe poco del papel que tiene este cotransportador en los ductos de las

glandulas (Evans et al., 2000).
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Mediante los experimentos funcionales se logré observar que la secrecién de los ductos
tratados con Bumetanida y agonistas IPR, CCH. Exhibieron una reduccién en relacion
a los ductos que fueron tratados solo con agonistas (Figura 2). Se evidencio una
diferencia significativa (T-test p = 0,07) entre los ductos control y los ductos tratados
con bumetanida. Especificamente, se vio que los ductos tratados con bumetanida
secretan 33.89% menos que los ductos control. Este resultado permite observar la
influencia que tiene este cotransportador dentro de los ductos y como al inhibir NKCC1

afecta sustancialmente la secrecion de fluidos.
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Figura 2. Tasa de secrecion de ductos en presencia
y ausencia de bumetanida.
Realizado por: Kirby, Catalan, 2024
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3.3 Secrecion en ratones ASCI3/DTA

ASCI3 (homologo 3 similar a un escudo de achaete) es un factor de transcripcion Hélice-
Bucle-Hélice (NM_020051), implicado en muchas funciones del organismo entre ellas la
mantener la homeostasis normal de la glandulas. Se sabe que en los ductos existe una
subpoblacién de células que coexpresan ASCI3 y NKCC1 (Arany et al., 2011). Mediante
experimentos funcionales en ratones ASCI3/DTA, se logré observar que existe una
reduccion de la tasa de secrecion de 33.89% en comparacion con los ductos control
(Figura 3A). Sorprendentemente, el valor de la tasa de secrecion con los ratones
tratados con bumetanida (Figura 2) es igual al valor de la tasa de secrecion de ratones
ASCI3/DTA (Figura 3A). Por otro lado, se generaron ratones ASCI3/DTA mediante la
fusién en marco de una secuencia codificante P2A-GFP-Cre-ERT2 con un extremo C
terminal ASCI3 combinado con la subunidad A de la difteria (DTA) y Cre recombinasa
(Figura 3B). Este genotipo fue confirmado mediante qPCR. Se evidencié que la
reduccion de la secrecion en Ratones ASCI3/DTA es igual a la secrecion en los ductos
inhibidos con Bumetanida (Figura 2). Segun estos resultados se demostré que las
células que contienen ASCL3 contienen NKCC1.
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Figura 3. Generacion de ratones Ascl3 Cre/DTA.
Realizado por: Kirby, Catalan, 2024
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3.4 Inhibicién por PKA

La proteina quinasa dependiente de AMPc o PKA es una proteina fundamental para el
funcionamiento normal de los ductos de las glandulas salivales. Ya que esta
estrechamente ligada a la respuesta de la célula frente a la activacion de receptores 3
adrenérgicos acoplados a la proteina g activando la subunidad Gas que a su vez activan
la adenilato ciclasa que desfosforila el ATP formando asi AMPc. La PKA esta encargada
de fosforilar diferentes proteinas e incluso de controlar distintos factores de transcripcion
necesarios para la célula. En los experimentos funcionales se mostré que al inhibir la
PKA, la secrecion de los ductos disminuyd en un 54.24% en relacion a los ductos que
solo fueron tratados con los agonistas IPR, CCH (Figura 4B). PKA al estar
estrechamente relacionada con los receptores adrenérgicos fue posible determinar cual

es la relacion que tiene esta proteina con la tasa de secrecion en los ductos.
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Figura 4: Ductos tratados con H89.
Realizado por: Kirby, Catalan, 2024
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4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La sequedad bucal puede ser causada por distintas enfermedades como el sindrome
de Sjogren, factores genéticos, cancer de las glandulas salivales o las secuelas de la
radioterapia en pacientes con cancer de cuello y cabeza (Bhattarai et al., 2018; Catalan
et al.,, 2010; Yura & Hamada, 2023). La secrecion de fluido dentro de las glandulas
salivales ha sido bien descrita. Sin embargo, la mayoria de los estudios estan centrados
en el papel que tienen los acinos y no en cual es el papel que tienen los ductos en la
secrecion de fluido. Esto, debido a que se considera a los acinos como los encargados
de la secrecion de fluido mientras que los ductos son los encargados de la reabsorcion

y remineralizacion de la saliva (Bhattarai et al., 2018).

En esta tesis, se logré determinar que los ductos no s6lo desempefian un papel crucial
en la absorcion y remineralizacion de la saliva, sino que también poseen la capacidad
intrinseca de secretar fluido. Esta capacidad se evidencié mediante la estimulacion
conjunta de los receptores B-adrenérgicos (Isoproterenol) y muscarinicos (Carbacol)
mediante analisis de microscopia ya que mostraron un aumento significativo en la tasa
de secrecion de fluido (Figura 1). Se conoce que los receptores muscarinicos cumplen
un papel fundamental en la secrecion provocando principalmente, el aumento de Ca?*
intracelular induciendo la salivacion. Ademas, provocando que NKCC1 se regule
positivamente estimulando los canales de K* activados por Ca®* y los canales de CI
apicales como CFTR (Bhattarai et al., 2018; Pena-Miinzenmayer et al., 2021). Mientras
que, el receptor B-adrenérgico provoca el aumento del AMPc intracelular y este a su vez
activa a PKA. La activacion de estos dos receptores en conjunto provoco una respuesta
sustancialmente elevada ya que la via muscarinica que conduce a un aumento del Ca**
intracelular es una rica fuente de sitios de regulacion de PKA. Se ha propuesto, que PKA
es capaz de fosforilar inositol 1,4,5-trifosfato (InsP3) lo que relaciona estas dos sefales
y en consecuencia PKA muestra una respuesta al aumento de Ca?* intracelular (Bruce
et al., 2002). Estudios previos demuestran que el AMPc elevado también puede inducir
la sefalizacion de Ca®* mediada por ATP apoyando la hipétesis de la correlaciéon que
existe entre agonistas que elevan el AMPc y el Ca?*, sin embargo, estos estudios han
sido realizados en células acinares (Brown et al., 2004). Cuando se evalud la tasa de
secrecion en los ductos se observé que tienen una respuesta similar a las células
acinares. Sin embargo, la técnica empleada en este estudio no permite observar cual

es la concentracion de sales y proteinas en el espacio luminal, las vias involucradas
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dentro de este proceso o si existe una sobreexpresion génica en especifico. Por lo que,
no se conoce la cascada de sefializaciones que puede desencadenar la estimulacion de

los receptores B-adrenérgicos y muscarinicos dentro de los ductos.

Por otra parte, al inhibir NKCC1 mediante bumetanida se observd que este
cotransportador es capaz de disminuir la tasa de secrecion en un 33.89% en relacién a
los ductos control (Figura 2). NKCC1 es una proteina expresada de forma ubicua sobre
el epitelio de las glandulas salivales y pertenece a la familia de cotransportadores de
Na® /K* /CI (Ohana, 2015). Aunque, NKCC1 se expresa mayormente en las células
acinares también existe evidencia de que se expresa en menor medida en los ductos
(Arany et al., 2011; Bhattarai et al., 2018; Ohana, 2015). Se ha observado que en tejido
de la traquea de ratones mutantes homocigotos (NKCC1 -/-) puede disminuir en un 50%
la secrecion de CI, en comparacién con ratones tipo salvaje (NKCC1 +/+) (Flagella et
al., 1999; Ohana, 2015). Ademas, en los acinos que carecen de NKCC1 existe una
disminucién de mas del 60% en la salivacion, en comparacion a los acinos de animales
de tipo salvaje. Se ha observado, que en acinos carentes de este cotransportador puede
llegar a generar un ligero aumento en la expresiéon de AE2 (CI/HCOs isoforma
intercambiadora) provocando la disminucién en la absorcion de CI (Evans et al., 2000).
De igual forma, se sabe que NKCC1 aprovecha el gradiente de Na* que es generado
por Na*/K* /ATPasa mediando el transporte de CI. De esta forma aprovecha la
acumulacion de HCO3- en la matriz citoplasmatica promoviendo su flujo al espacio
luminal (Bhattarai et al., 2018; Ohana, 2015).

En los ductos existen células de ductos que expresan el factor de transcripcion ASCI3,
estas células muestran un patron de expresién distinto al de las células circundantes de
los ductos, ya que expresa dos proteinas adicionales NKCC1 y KCa (Arany et al., 2011,
Bullard et al., 2008). En un estudio previo realizado en ratones knockout ASCI3 sugiere
que ASCI3, es capaz de regular NKCC1 debido a la presencia de cuatro motivos E-box
altamente conservado aguas arriba (Arany et al., 2011). En esta tesis, se generaron
ratones capaces de expresar la subunidad A de la toxina de la difteria en células que
expresan ASCI3 mediante una induccion por tamoxifeno (ASCI3-Cre +/DTA +). Donde
se logro observar, que las tasas de secrecion son las mismas que existen en los ratones
tipo salvaje tratados con bumetanida destacando que existe una relacién entre ASCI3 y
NKCC1, demostrando que las células de los ductos que expresan ASCI3 tienen un rol
importante en la secrecién en el espacio luminal (Figura 3). Sin embargo, no se conoce

si existe una variacion en la composicion del fluido luminal, por lo que es necesario
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realizar estudios para conocer a profundidad como la falta de estas células afecta en la
composicion del fluido secretado por los ductos. Aunque NKCC1 ha sido bien descrito y
estudiado ampliamente, el mecanismo que tiene este dentro de los ductos no ha sido
detallado. Se sabe que este se encuentra dentro de los ductos pero no se conoce si su
mecanismo de accion difiere del que existe dentro de los acinos y si existen otras vias
involucradas que puedan ser desencadenadas por la inhibicion de este cotransportador.
Por lo que se necesitan hacer estudios acerca del papel que tiene este NKCC1 dentro

de los ductos.

Otra via de vital importancia en la secrecion de fluidos dentro de los ductos es la via
acoplada al receptor B-adrenérgico. Este receptor desencadena la formacion de
adenosin monofosfato ciclico (AMPc). EIl AMPc es un mensajero secundario que se
libera gracias a la activacion del receptor B adrenérgico de la proteina G (Lee et al.,
2012). La adenilato ciclasa es una enzima unida a la membrana plasmatica cuyo
dominio catalitico es activado gracias a la subunidad a de una proteina G estimuladora
Gas (Bhattarai et al., 2018; Ohana, 2015). La adenilato ciclasa activada cataliza la
conversion de ATP a AMPc mediante la hidrélisis del pirofosfato PPi y une el fosfato
restante al azucar y forma un anillo (Bhattarai et al., 2018). El AMPc al ser un segundo
mensajero es capaz de difundir dentro de la célula permitiendo establecer una respuesta
coordinada a una escala mas alta después de la estimulacion con un solo ligando
extracelular. Una vez formado el AMPc en el citoplasma se une con un sitio alostérico
de la proteina quinasa dependiente del AMPc (PKA) activandose. La PKA fosforila
diversas proteinas reguladoras e incluso puede llegar a activar factores de transcripcion
(Bhattarai et al., 2018; Lee et al., 2012; Ohana, 2015). En esta tesis, se estudio el papel
que establece PKA dentro de la secrecion de fluidos de los ductos de glandulas
parétidas y se logré observar como al inhibir esta proteina existe una disminucién del
54.24% en relacion a los ductos control. (Figura 4). Esto corrobora la importancia que
tiene esta proteina en los ductos. En un estudio realizado en acinos, se encontré que la
via del AMPc/PKA cumple un papel fundamental en la regulacion de Ae4 (SIC4a9) que
representa un papel fundamental en el transporte de CI-, en especial en el
intercambiador CI/HCOs (Pena-Minzenmayer et al., 2021). De igual forma, multiples
canales de cloruro son fosforilados por PKA, uno de ellos es CFTR que aumenta mas
de 100 veces su actividad (Bhattarai et al., 2018). De esta forma, si se inhibe PKA no es
posible que CFTR sea fosforilado, por lo que es probable que la absorcidon de CI se vea
drasticamente disminuido dentro de los ductos. Sin embargo, se requiere una mayor

investigacion para conocer el flujo de CI” en las células de los ductos. Por otra parte, un
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analisis realizado en acinos menciona que PKA fosforila InsP3, en consecuencia
provoca un aumento de Ca?* (Bruce et al., 2002). De igual manera, es probable que al
estar inactiva PKA afecta a los niveles de Ca?* dentro de los ductos, afectando el
transporte de fluidos unilateral provocando el aumento de Ca?* dentro de las células. En
los ductos, no se conoce si estos efectos difieren de los acinos, ya que no se han
realizado estudios para poder conocer todos los transportadores dependientes de Ca?*
que existen dentro de las células circundantes al espacio luminal. No obstante en el
presente trabajo, se logré observar que existe una disminucion drastica en la tasa de
secrecion de acuerdo a lo cual se plantea la hipdtesis de que las funciones de PKA no

se diferencian a la que tienen los acinos en las glandulas salivales.

En la actualidad, hay un conocimiento limitado sobre el papel de los ductos en la
secrecion de fluido de las glandulas salivales, su funcionamiento y si difieren de los
acinos. Los andlisis realizados en los ductos mediante microscopia, junto con el uso de
agonistas especificos en los receptores Muscarinico y (-adrenérgico, asi como la
inhibicién de NKCC1 y PKA, han contribuido a evidenciar el rol de estos receptores y
proteinas en la secrecion de fluido. Esto subraya la necesidad de realizar nuevos
estudios para comprender los mecanismos subyacentes a estas vias. Ademas, se
identifico una fuerte correlacion entre ASCI3 y NKCC1, lo que demuestra la presencia
de este cotransportador en un subgrupo de células responsables de la secrecion de
fluido.
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ANEXOS

Anexo A: Metodologia complementaria

5.1 Visualizacion de la respuesta en ductos al medio sin bicarbonato

Para esta visualizacion se siguio los lineamientos detallados en la metodologia (2.4.1
Analisis microscoépico). Los ductos fueron expuestos a la solucién B~ anteriormente
descrita durante 5 minutos. Finalmente, se expondran a una perfusion con la solucion

B+ CCH 0.3 uM + IPR 0.1 yM durante 20 minutos.

Tabla 1. Genotipos de ratones

Ratén Cre
CFTR/acid +/-

DTA -/-

C57 No tiene
ASCI3/DTA [+/-], [-/-]
Aqp3H +/-
Nkcc1 +/-

Realizado por: Kirby, 2024



