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Si te dedicas al estudlo, debes mantenerte limpio de cuerpo y de espiritu;
alimentarte de comida sana, vestirte con sencillez y no consumir superfiuamente.
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para contigo misino.

Ten stempre presente que la obsesidn por el dinero es veneno que mata toda
esperanza. :

No actiies con debilidad, ni tampoco con audacia.

Aleja de 1l toda ira, o trata de controlaria, cuando corrljas las faltas de fosdemds.
S¢ el centinela de ti mismo: viglla tus sentimlentos y tus deseos para gue no te
traicionen,

Reconoce tus defectos y procura corregirlos.

No seas excesivo en el castigo, ni tacaflo en el perddn.

8¢ tolerante con los que tlenden a mejorar, y precavido con los que tiendena
empeorar, .

Ten come a miembros de la familia a los que estdn bajo potesiad,

Sirve a todos de tal modo que te avergiience dominar, y domina de modo quie
te agrade servir.

No insistas ni molestes a los que no quieran corregirse.

Evita culdadosamente las enemistades, sopdrtalas alegremente, rerminalas
immediatamente.

En el trato y en la conversacion con los demds, sigue siempre el viefo proverbio:
ano hagas a nadie lo gue no quieras que te hagan a tiv,

No busques puestos de mando si no estds dispuesto a servir

Procura progresar slempre, no importa la edad y las circunstanclas en las que
fe encuenires.

Durante toda tuvida, en todo tiempo y Iugar, ten amigos de verdad, o bisealos.
Da honor a quien se lo merece, aungue €l no lo desee.

Aléjate de los soberbios; esfidrzate tif por no serlo.

Vive con dignidad y en armonfa con todo y con todos.

Busca a Dios; que su conocthtlento Hene tu existencla, y sit amor colme tucorazon,
Desea la tranquilidad y el orden para desarrollar ti estudio y el de tus compafieros.
Pide para t 'y para todos, una mente sana, i espiritu sosegado y una vida llena

de paz {Adaptacidn de «De Ordinen, II, 8, 23).
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Antecedenies

1. La médula adrenal y las células cromafines.

La médula suprarrenal es la parte mds interna de la gldndula suprarrenal. Esta gldndula
posee  distintas  zonas, especializadas en la formacién y liberacidn de  diferentes
compuestos quimicos. Desde el exterior al interior, se encuentran tres zonas corticales: la
glomerular, que segrega mineralocorticoides, fasciculada y reticular, encargadas de la
secrecién de glucocorticoides y andrégenos y una zona medular, especializada en la
secrecién de catecolaminas (CAs). La zona medular, objeto de nuestro estudio, estd formada
por un tejido parenquimatosc de células poligonales, arracimadas en torno a una red
vascular, denominadas células cromafines. Estas células, mantienen la atencidn de
numerosos investigadores, desde hace mds de treinta afios, ya que son una fuente inagotable
de informacién acerca de los aspectos morfoldgicos, farmacolégicos y bioquimicos de los
mecanismos de liberacién de hormonas y neurotransmisores. A titulo de ejemplo, ellas han
permitido descubrir la  presencia de vesfculas de almacenamiento de neurotransmisores
(Blaschko & Welch, 1953; Hillarp et al., 1953) o la funcién  primordial del calcio en los
mecanismos de secrecién (Douglas et al., 1961). Una breve historia de la gldndula adrenal

se describe en la tabla 1:
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1552
1611
1655
1656
1805
1831
1836
1852
1856
1892
1894

1896

1501
1902
1906
1926
1938
1948
1853
1955
1968
1979
1982

Eustaquius dibuja en planchas de cobre las glindulas adrenales
Bartolino describe las glandulas adrenales huecas.

Riolan asegura que las gldndulas adrenales no son huecas.

Whorton asocla las glindulas adrenales con el nervio plexus.
Cuvier establece gue la glindula adrenal es sélida.

Arnol estudia la embriologia de las glandulas adrenales.

Nagel nombra la mé&dula adrenal.

Kdlliker describe la anatomia microscédpica de la médula adrenal,
Frdnkel describe un tumor de la médula adrenal.

Jacobj muestra que la médula adrenal es un Srganc endocrino.
Olivier y Schafer describen el efecto de la médula adrenal sobhre la
presidn.

Cybulski Szymonowicz también describe el efectc sobre la presidn
arterial.

La adrenalina es descublerta independientemente por Abel y Takamine.
Kohn nombra las c&lulas cromafines.

Friedmannn publica la f6rmula quimica de la adrenalina.

Primera extracclén quiriirgica de un feocromocitoma (Roux y Mayo).
Blaschko determina la ruta biosintética de la adrenalina.

Holtz detecta la noradrenalina en la gléndula adrenal.
miplamiento de los grénulos cromafines,

Lever describe la ultraestructura de la médula adrenal.

Douglas acufia el término de "acoplamiento estimulo-secrecidén".

Se miden niveles de encefalina en la médula adrenal.

La médula adrenal se transplanta al cerebro humano.

Tabla 1, Breve historia del estudio de la glindula adrenal (Carmichael, 1989)

La médula adrenal posee diversos tipos celulares, unos mds abundantes como las células

cromafines (células adrenérgicas, noradrenérgicas y células de grinulos pequefios) y otros

minoritarios, como las células simpdticas ganglionares, que se pueden considerar auténticas
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neuronas simpdticas presindpticas, y las células sustentaculares, que son consideradas como

los componentes neurogliales de la médula adrenal (Fujita et al., 1988),

Las células cromafines, cuyo nombre deriva de la capacidad de las mismas para reaccionar
con Jas sales de cromo, se caracterizan por la gran abundancia de granulos densos repartidos
por todo su citoplasma, los grdnulos cromafines, donde se encuentran almacenadas las CAs.
Segiin que la molécula neurotransmisora almacenada mayoritariamente en estos grénulos sea
adrenalina o noradrenalina, estas células son de dos tipos que se denominan halocromas o
ragiocromas, por su distinta reaccién con las sales de cromo, Sin embargo, ambos tipos son
parecidos morfoldgicamente y por tanto diffciles de distinguir en cultivo, aunque se les puede
reconocer por microscopfa dptica utilizando formaldehido, que reconoce especificamente
células noradrenérgicas (Falk et al,, 1962; Livett et al., 1982) o por técnicas
inmunohistoquimicas con anticuerpos  especificos para la  enzima  melilante
feniletanolamina-N-metil-transferasa  (PNMT), que sintetiza adrenalina a partir de
noradrenalina (Goldstein et al., 1971). Un exdmen al microscopio electrénico permite
tambien diferenciar los dos tipos celulares, por la apariencia y densidad de sus grénulos de
almacenamiento (Fujita et al., 1988), Mds recientemente Moro et al. (1991) han ideado un
método de separacién de ambos subtipos celulares basado en la utilzacién de gradientes
discontinuos de urografina. La proprocidn relativa de ambos subtipos celulares depende de
la especie animal: en hamster prdcticamente no existen células adrenérgicas, en vaca o en
hombre hasta un 60-80 % son de fenotipo adrenérgico, mientras que en el gato existen ambas

en la misma proporcién.

Embriolégicamente, las células cromafines derivan, al igual que las neuronas, de la cresta
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neural, un tejido de origen ectodérmico. Durante el desarrollo ontogénico parte de estas
células migran ventralmente, dando lugar a las células cromafines, siendo los glucocorticodes
de la glindula adrenal esenciales para que se realice esta transformacién. Este origen
embriolégico comin al de las células nerviosas (esquema 1), hace que se comporten de
manera andloga a las neuronas que irdn a formar los ganglios simpdticos y que sean
consideradas por diversos autores como fibras nerviosas rudimentarias (Guyton, 1987),
ganglios simpdticos evolucionados (Koyama et al.,, 1988) O  paraneuronas
catecolaminérgicas tfpicas (Fujita et al., 1988), De hecho, en su estado maduro , las células
cromafines poseen diversos marcadores que se consideran especificos de neuronas como la

subunidad +y de la enolasa y los neurofilamentos.

Ganglio
simpdtico

FGF
NGE

Ancestro
. GC
celular comin

Célula
cromafin

Esquema 1. Ontogénesis de las células cromalines. Las células cromafines tienen su origen en la cresta
neural, al igual que las neuronas de los ganglios simpdticos. Los glucocorticoides (GC), que inhiben la
diferenciacién neural, estimulan 1a expresién de la PNMT, que forma adrenalina a partir de noradrenalina.

NGF: factor de crecimiento nervioso. FGF: factor de crecimiento de fibroblastos,
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Los grdnulos cromafines

Los grinulos cromafines no son orgdnulos de mero almacenamiento de sustancias
qufmicas, sino que son activos metabélicamente, interviniendo, entre otros procesos
bioqufmicos, en la sfntesis de noradrenalina (esquema 2) y en el procesamiento
post-traduccional de precursores neuropeptfdicos. La membrana de los granulos cromafines
estd constitufda principalmente por fosfolipidos, siendo el mds abundante la
fosfatidiletanolamina, seguido de fosfatidilcolina  (lecitina), lisofosfatidilcolina,
esfingomielina y algo de fosfatidil serina y fosfatidilinositoles (Dreyfus et al., 1977).
Ademds se caracteriza por su alto contenido en colesterol, que se distribuye de manera
heterogénea por la membrana, Aparte de estos componentes lipfdicos, contiene mads de
cuarenta polipéptidos diferentes, siendo la proteina mayoritaria una enzima reguladora  de
la cadena de sintesis de CAs: la dopamina-B-hidroxilasa (DBH). La membrana
posee, ademds, una bomba de protones que proporciona la energfa necesaria  para la
acumulacién de CAs, asf como un transportador de las mismas. Otras protefnas, comunes
a otros grénulos de secrecidn, son las que constituyen las bombas de calcio y de
nucledtidos. La matriz de los grdnulos cromafines contiene CAs en una concentracidn
aproximada de 0.5 M. También contiene ATP (125 mM) y otros nucledtidos (Silinski, 1975),
4cido ascérbico, e iones Ca’* (16 mM). Las CAsy el ATP se concentran en el grénulo
gracias a la energfa proporcionada por un gradiente electroquimico generado por la ATPasa
dependiente de H* , que acumula estos H* en el grdnulo a costa de hidrolisis de ATP,
proceso que acidifica fuertemente el interior del grdnulo y crea un gradiente de pH y una

diferencia de potencial membranar.
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Esquema 2. Biosintesis de catecolaminas, La tirosina procedente del torrente sangufneo (1) es hidroxilada por

la tirosina hidroxilasa (2). E! producto de Ia reaccidn, la DOPA, se transforma en dopamina (3) por la DOPA-

descarboxilasa. La dopamina penetra en el grénulo (4) y sufre una hidroxilacién (5) por la dopamina-B-

hidroxilasa, una enzima presente exclusivamente en los grinulos. La noradrenalina resultante vuelve al

citoplasma (6) y es metilada por la PNMT, para pasar a adrenalina (7). La adrenalina es recuperada répidamente

por el grénulo (8) por el mismo sistema que asegura el transporte de dopamina (Aunis & Henry, 1984).
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Ademds de CAs y nucledlidos, los granulos cromafines contienen en su matriz diferentes
protefnas: DBH, protefnas acfdicas (cromograninas), péptidos (encefalinas y sus precursores),

ete.

El ciclo de sfntesis de adrenakina y noradrenalina comienza en la célula cromafin desde el
aminodcido tirosina, que se transforma sucesivamente en DOPA y dopamina gracias a la
accién de la tirosina hidroxilasa y la dopa descarboxilasa, respectivamente. La dopamina
alraviesa la membrana del grénulo y en su interior se convierte en noradrenalina por la
accién de la DBH, la cual atraviesa de nuevo la membrana granular y sufre en el citoplasma
la accidn de la PNMT, que la transforma en adrenalina, La adrenalina vuelve a los grdnulos
para su almacenamiento, por el mecanismo de transporte mencionado anteriormente, ligado

a una bomba de H*, dependiente de ATP (esquema 2).

2. Secrecion de CAs por las células cromafines: exocitosis.
2.1. Aspectos morfolégicos y ultraestructurales

La célula cromaffn estimulada libera los productos almacenados (CAs, péptidos, enzimas,
etc.) mediante ¢l proceso de exocitosis. El aspecto morfoldgico ultraestructural de este
mecanismo es actualmente bien conocido. Se trata de una fusién de la membrana del grdnulo
con la membrana plasmdlica, lo que permite una continuidad entre el espacio intravesicular

y extracelular y liberacion consiguiente de los productos almacenados en ¢l grénulo hacia
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la circulacién sanguinea, Posteriormente, la membrana del grdnulo, unida a la superficie
célular, debe ser retirada para evitar un aumento constante de la misma. En el afio 1975,
Palade (1975) describid las diferentes etapas de la exocitosis de la siguiente manera:

1) Aproximacién del grénulo y fijacién de su membrana a la membrana plasmatica, Esta
fase de pre-exocitosis permite la liberacién de los lechos moleculares de agua,

2) Desestabilizacién de las membranas a nivel de la regién de fijacion, seguida de la
fusién de porciones membranares. Con ello se forma una estructura
termodindmicamente inestable.

3) Rotura de esta estructura. Esto supone la puesta en contacto de los compartimentos
intravesicular y extracelular,

4) Liberacién del contenido intragranular,

5) Endocitosis.

La descripeién detallada de estas diferentes etapas, caracterfsticas de la exocitosis, asf
como las de la etapa final de endocitosis ha sido posible gracias a la utilizacién de distintas
técnicas, entre las que se pueden destacar las de criofractura (Aunis et al.,1979; Schmidt et
al., 1983), microscopfa electrénica (Brooks & Carmichael, 1987) y las de patch-clamp

(Neher & Marty, 1982).

La membrana de las células cromafines, ademds de los diferentes sistemas de receptores

que describiremos mds tarde, contiene numerosas proteinas, que son muy importantes en el
proceso de secrecién de  CAs, siendo especialmente dignos de mencion: (1) los

numerosos transportadores acoplados a 1a ATPasa dependiente de Na* y K, transportadores
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para CAs y antiportadores Na*/Ca’* y (2) canales iénicos dependientes de voltaje (de Na*,

Ca?* y K*) andlogos a los encontrados en neuronas centrales (esquema 3).

. pV-§

Y-8 »0-600 »Ouabaina
»Hexamelhonio »TTX Dihidropiridinas | Vanadato
Tubacurarina Lo™
Histrionicotoxina, Veratridina
»4 ~Aminopi ridina W‘
\m/w‘\
Ao }:

V-5 Sensible a \_@‘/

Voltaje

Esquema 3. Movimientos iénicos a través de la membrana plasmitica implicados en la exocitosis.
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2.2, Mecanismos moleculares implicados en el proceso de
exocitosis

Los estudios sobre la liberacién de protefnas granulares, como la DBH (Ledbetter &
Kirshner, 1981; lto, 1983), de las cromograninas (Kirshner et al., 1967), y de ATP, paralelos
a los de liberacién de CAs, han sido muy (tiles para llegar a establecer que las CAs son
liberadas por la médula adrenal mayoritariamente mediante el proceso de exocitosis. En la
médula adrenal confluyen fibras nerviosas simpdticas preganglionares, que vienen
directamente de las astas intermediolaterales de la médula espinal a través del nervio

espldenico.,

Fil estimulo fisioldgico principal de la exocilosis de CAs por las células cromafines es la
acetileolina (Ach) liberada por las terminaciones del nervio cspldenico (esquema 3), si bien
se conoce que las células reciben también otros tipos de inervacidn, tales como adrenérgica,

peptiddrgica (Fujita et al,, 1988) y GABAérgica (Comori et al,, 1994).

La Ach se une a $us receptores nicotfnico y musearfnico. Cuando se une al receptor
nicolfnico, que es el subtipo mayoritario en células cromafines bovinas, desencadena la
entrada de Na* del medio extracelular a través del canal de Na* que forma el receptor, lo
que conduce a la despolarizacidn de la membrana. Esta despolarizacién inicial conduce a la
apertura de canales de Na* y Cat* dependientes de voltaje, desencadendndose una serie de
acontecinientas moleculares, en los que estan implicados un gran nimero de metabolitos ¥

protefnas. Estos acontecimientos se pueden resumir en los siguientes:

10



Antecedentes

- Incrementos en la concentracién del calcio citosdlico,
- Fosforilacién de protefnas por activacién de protefn kinasas dependientes de:
a) calcio y calmodulina (PKCaCaM).
b) de nucledtidos ciclicos como el AMPc (PKA)
¢) de calcio y fosfolfpidos (PKC)
- Activacién de fosfolipasas C (PLC) y fosfolipasa A, (PLA,) y metabolismo de fosfolipidos.

- Activacién de protefnas que ligan GTP o proteinas G.

Ello induce el acercamiento de los granulos cromafines a la membrana plasmdtica y la
fusién de ambas membranas, liberdndose asi, el contenido de CAs intragranular al espacio
extracelular. Sin embargo, aparte de los receptores nicotinicos, las células cromafines poseen
otros tipos de receptores en sus membranas, cuya funcién parece ser la de regular la

exocitosis de estas aminas y cuyo mecanismo molecular se describird posteriormente.

Para una mayor claridad en la exposicién de los mecanismos moleculares o sistemas
implicados en la exocitosis, indicamos que los hemos agrupado en los siguientes apartados:
- Papel de mensajeros intracelulares en la exocitosis:
* Ca“,
* Nuclestidos ciclicos (AMPc y GMPc)
* Otros mensajeros (PIs, PLA,y protefnas G)

- Papel del citoesqueleto

- Diferentes sistemas de neurotransmisores que modulan 1a exocitosis

11
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2.2.1. Papel del Ca** en la exocitosis

La participacién del calcio en el mecanismo molecular de 1a exocitosis es bien conocida
desde hace tiempo (Douglas & Rubin, 1961), considerdndose que en las c€lulas cromafines
una elevacién de la concentracidn citosslica de calcio ([Ca?*]) es un fendmeno suficiente
y necesario para dar lugar a la liberacidn de CAs. Este hecho se ha puesto de manifiesto
usando varias aproximaciones experimentales, como tratamiento con ionéforos de calcio
(Perlman et al., 1980; Carvalho et al., 1982), fusién de las células con liposomas cargados
con calcio (Gutman et al., 1979) o perfusidn con calcio a través de una pipeta de patch-clamp
(Neher & Marty, 1982). Estudios en células permeabilizadas indican que la secrecién puede
ser inducida por un aumento de la concentracion de [Ca?*); de entre 10 (Knigh & Baker,
1982) y 20 M (Bader et al., 1986b ), aunque en células enteras, como se verd con
posterioridad en el apartado de resultados, experimentos de medida de Ca?* con sondas
fluorescentes indican que la elevacién de Ca** citosdlica necesaria para producir la secrecion

es menor {0.2-0.5 uM) (Oset-Gasque et al., 1993).
En las células cromafines, el calcio puede incrementarse:

A) Por la entrada desde el medio extracelular

B) Por su liberacién de los compartimentos intracelulares.

12
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A) La entrada de Ca’* extracelular se realiza a través de canales de Ca?* dependientes
de voltaje (Wakade & Wakade, 1982; Fenwich et al., 1982), que se abren en respuesta a la
despolarizacién provocada por la estimulacidn nicotfnica o por la elevacién del K*
extracelular (Kidokoro et al., 1982). Estos canales en células cromafines son
mayoritariamente de tipo L, sensibles a bloqueo por dihidropiridinas (Ladona et al., 1987,
Gandia et al., 1987). No obstante, la evidencia farmacolégica indica la existencia de otros
tipos de canales de Ca’* insensibles al bloqueo por dihidropiridinas, como los N, P 6 T en
células cromafines (Ballesta et al., 1989; Swandulla et al., 1991), cuyas caracterfsticas se
especifican en la tabla 2. Incluso ha sido estudiado un nuevo tipo de canal {ntimamente
relacionado con los procesos de secrecion, el llamado facilitador, cuyo reclutamiento estd

favorecido por la activacién de los receptores D, de dopamina (Artalejo et al., 1991).

La entrada de Ca?* en las células a través de estos canales origina una onda de elevacion
de [Ca™]; que empieza justo debajo de la membrana plasmética y s6lo después penetra hacia
el interior (O'Sullivan & Cheek, 1989; Burgoyne, 1991). A nivel ultraestructural esta entrada
de Ca?* inicial parece asociada a los sitios de contacto préximos entre los grdanulos
cromafines y la membrana plasmdtica (Burgoyne et al,, 1983; Cheek et al., 1991}, Esta
distribucién del CaZ* en el citosol de manera no uniforme limita la interpretacién de los
resultados obtenidos con ciertas sondas fluorescentes, como Quin-2 (Kao & Schneider,

1986), fura-2 (O'Sullivan & Cheek, 1989) o la fotoprotefna aequorina (Cobbold et al., 1987).

13
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Canales
L N T P

FARMACOLOGIA
Antagonistas orgénicos:

DHP w-conotoxina GVI amiloride w-conotoxina MVIIC/D

w-conotoxina MVIIIC w-agatoxina IVA

Antagonistas inorgdnicos:

ca* cdt Ni¥ cd*
CINETICA DE ACTIVACION

alta alta alta moderada-alta

Tabla 2. Subtipos de cannles de calcio con sus caracterfsticas mds significativas. DHP: dihidropiridinas.

B ) El calcio citosdlico puede elevarse también por la salida del mismo de los depdsitos

intracelulares. En las células secretora, el calcio se almacena en diferentes compartimentos,

Entre los principales se encuentra el Hlamado compartimento sensible a la estimulacidn por

inositol 1,4,5 trifosfato (IPy), asociado al retfculo endopldsmico. El 1P; es un metabolito

formado como consecuencia de la activacidn de la fosfolipasa C (PLC), que gjerce su accidn

a través de receptores espectficos presentes en las membranas del retfculo endopldsmico que

constituyen una familia de canales de Ca®* intracelulares (Berridge et al., 1993), También
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se ha descrito un compartimento diferente al retfculo endopldsmico sensible a cafefna que
participa en el proceso de liberacién de Ca* inducida por Ca?* o Ca’*-induced Ca’*-release
(CICR), aunque para algunos autores este compartimento no parece estar totalmente
separado del clésico sensible a IP; (Liu et al,, 1991). En la l{nea tumoral PCI2 se ha
demostrado la existencia de un lugar de almacenamiento de calcio, el calciosoma, que parece
ser insensible a la accién del IP, y que estd difusamente distribuido en toda la célula (Hyun
& Albanesi, 1990). También hay una cierta cantidad de calcio en los grinulos cromafines,
que lo almacenan gracias a la presencia de cromogranina A, una proteina de propiedades
semejantes a la calsecuestrina, del reticulo sarcopldsmico del misculo, Esta proteina
representa un 40 % del total de proteina soluble de la vesfcula (Yoo et al., 1990). Por

Gltimo, existe calcio también en las mitocondrias.

La secrecién de CAs inducida por movilizacidn de Ca’* de los depdsitos intracelulares ha
sido muy estudiada y los resultados son algo controvertidos, Tras la estimulacién con
movilizadores de Ca’* por formacién de IP;, como agonistas muscarfnicos (Kao &
Schneider, 1985), bradiquinina, angiotensina Il (O’Sullivan & Burgoyne, 1989), vasopresina,
etc. se produce una respuesta mucho menos acusada que la obtenida con secretagogos que
inducen la entrada de calcio extracelular (Fohr et al., 1991) o nula (Burgoyne et al., 1988).
En contraste otros autores afirman que la cafefna es capaz de incrementar la secrecion de
CAs, de manera m4s acusada en ausencia de iones divalentes, ya que el Ca®* liberado por
esta sustancia depende de la concentracion de Na* en el interior celular (Sorimachi et al.,
1992). Ademds, la cafefna inhibe la respuesta a Ia nicotina por bloquear su canal i6nico (Xu
& TFosberg, 1993). En otras células secretoras, como células mastoideas, una elevacién de

calcio intracelular no induce las secrecién por sf misma (Penner et al., 1989). Incluso se ha
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demostrado una estimulacién de la secrecién independiente de calcio en células

permeabilizadas de insnlinoma de rata de la lfnea RINmSF (Burgoyne, 1987).

La elevacién de Ca** citosélica puede ser téxica para la célula y conducir a la muerte
celular. Por ello hay distintos mecanismos que mantienen su concentracién fisiolégica
constante, como son la bomba de Ca** o ATPasa dependiente de Ca**, que saca Ca** al
exterior o lo mete al interior de la mitocondria o vesfculas de secrecidn y el antiportador
Na*/Ca’* que saca Ca?* y mete Na*, Es de destacar, ademds, que en las células cromafines
existe una inhibicién de la liberacién de Ca* en respuesta a IP; mediada por calcio, lo cual
asegura que no se alcancen en el citoplasma unos niveles muy elevados del mismo, que

serfan tdxicos para la célula (Fohr et al., 1991).

El mecanismo exacto por el cual el calcio provoca la exocitosis en las células cromafines
es todavia desconocido, aunque se han propuesto diversos sitios de accién, como protefnas
del citoesqueleto (Burgoyne et al., 1989a), proteina kinasas (Burgoyne, 1988), calmodulina
(Kenigsberg & Trifard, 1985) y calpactina (Ali et al., 1989), adem4s del dcido araguiddnico

(Frye & Holz, 1985).

2.2 1.1. Protelnas de unidn de calcio

Existen en las células cromafines una serie de protefnas fuertemente relacionadas con el
calcio que tienen el nombre genérico de anexinas (Burgoyne & Geisow, 1989). Las anexinas

son un grupo de protefnas homdlogas que ligan fosfolfpidos en presencia de Ca** y
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constituyen la ruta principal para la comunicacién entre las membranas celulares y el
citoplasma, Contienen una secuencia conservada de 70 aminodcidos repetida 4 veces y una
regién N-terminal variable caracteristica de cada protefna (Burgoyne, 1991). Hay al menos
cinco miembros de esta familia: anexina II, p60 6 calpactina, que se encuentra en la cara
citosélica de la membrana plasmdtica; anexina I 6 lipocortina I, en el citosol; anexinas 1V
y V 6 endonexinas 1'y Il, en el citosol; anexina VI 6 calelectrina (p70 y p 67), en la
membrana plasmdtica y anexina VII 6 sinexina 1, en membranas y en el citosol (Drust et al.,
1991: Creutz, 1992). Su funcién en la exocitosis 1a realizan en virtud de su propiedad de unir
reversiblemente membranas en presencia de concentraciones de calcio del orden de pM,
como se especifica en la tabla 3. Esto inicia el contacto y la fusién entre la membrana de la
vesfcula secretora y la membrana plasmdtica durante el proceso de exocitosis (Creutz, 1992),

De ellas, han recibido una mayor atencién en células cromafines la sinexina y la calpactina,

La anexina VII 6 sinexina, protefna de 47 KD parece asociarse en presencia de calcio
para formar unas estructuras cilidricas huecas que constituirfan un “puente hidrofébico"
entre la membrana del grénulo y la plasmdtica en la etapa decisiva para la fusién de ambas
(Pollard et al., 1987). En la fase activa de estimulacién colinérgica de la secrecidn, el nivel
de sinexina disminuye un 33 % en el nicleo, un 23 % en el citosol y un 51 % en el area

granular, sugiriendo su intervencién en el proceso de exocitosis (Kuipers et al., 1992},

La calpactina, que puede existir como monémero de 36 KDa o como un heterotetrdmero
de estructura [p36), [p10],, se localiza espec{ficamente en la regi6n subcortical y presenta la
misma actividad agregante de grénulos cromafines que la sinexina, aunque parece ser el

mejor candidato como receptor para el calcio en la exocitosis ya que es bastante mds sensible
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al Ca®* (tabla 3). Su posible mecanismo de accidn se refleja en el esquema 4. Estas proteinas

podrfan ejercer una funcidn reguladora en la secrecién dependiente de fosforilacién (Sikdar

et al., 1990).
PROTEINA CONCENTRACION DE Ca**
REQUERIDA (uM)

anexina I o lipocortina 4 {forma fosforilada)
20

anexina II o calpactina 0.01 {primer componente)
5 {segundo componaente)

Anexina IV o endonexina I 5.5

Anexina V o endonexina II 4

Anexina VI, calelectrina o p70 2.6

Anexina VII o sinexina 10~-100

Tabla 3. Concentracién de calcio requerida para la actividad de algunas anexinas en las células

cromafines,
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Esquema 4. Posible implicacién de la anexina II {calpactina) en Ia exocitosis, En las células en reposo (A),
1a anexina II se localiza en la superficie interior de la membrana plasmdtica. Tras el incremento de [Ca®*);, los
grénulos de secrecién se unen a la membrana plasmitica a través de la anexina II (B), lo que conduce a Ia fusién
de las membranas vesicular y plasmitica y la consiguiente liberacién del contenido intragranular (C) (Burgoyne,
1991)
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2.2.2. Papel de nucleotidos clclicos

2.2.2.1. Adenosina monofosfato clclico (AMPc) vy su papel en
la_exocitosis

Puesto que este nucledtido ciclico es objeto de estudio en esta Tesis Doctoral, haremos,

a continuacidén una breve revision sobre él,

El primero en reconocer la existencia del 3',5’-adenosin monofosfato cfclico o AMPe
como mediador de la accién hormonal fué E. Sutherlan en 1956, quien mostré la existencia
del AMPc como compuesto que mediaba la accién de las hormonas adrenalina y glucagén
sobre la fosforilasa del glucégeno. Durante muchos afios, la mayor parte de los bioqufmicos
consideraban al AMPc como una curiosidad, Sin embargo, este punto de vista ha sido
alterado radicalmente, ya que se ha descrito que el AMPc actda como segundo mensajero en
la accién de més de veinte sustancias diferentes (hormonas, neurotransmisores, factores de
crecimiento). En 1971, Sutherland fue recompensado con un Premio Nobel por su

contribucién, casi unipersonal, al desarrollo de este campo (Mietzler, 1981).

Biosintesis

El AMPc se forma en las células gracias a la accién de la enzima adenilato ciclasa (AC),
que produce un desplazamiento del dtomo de fosforo interno (Pa) del ATP por el grupo

hidroxiloe 3’ del anillo de ribosa (esquema 3).
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Estudios con anticuerpos monoclonales mostraron la existencia de dos isoenzimas de AC
(Pittman et al., 1984): la glicoprotefna encontrada predominantemente en cerebro, de 1235
KDa y la aislada del corazén de 150 KDa. Actualmente se sabe que la AC forma parte de
una extensa familia con ocho subtipos que difieren en su activacién por calmodulina y a las
subunidades Bv de las protefnas G, en las respuestas que media y en su distribucién en
tejidos y érganos. La AC estd compuesta por dos dominios citoplasmdticos, muy conservados
entre diferentes especies y que contienen sitios de unién de ATP y dos dominios

membranares, que tienen cada uno 6 regiones transmembranares (Asakawa et al., 1993),

NH, adenilato

/N:(KN ciclasa
{] <>
° o @ N Yy

~0—P—0-P-0=P=0~CH, 0
R

c- o7 07 ATP

OH OH

fosfodiesterasa
de AMPc H, 0
NH,
/N N
0 | )
i z
~0-P—0-CH, 0, N N
}
o 5—AMP
OH OH

Esquema 5. Sfntesis y degradacién del AMPe. Una pirofosfatasa, la adenilato ciclasa, realiza la sfntesis del
AMPc mediante una reaccién irreversible que libera un grupo pirofosfato (P-P). La fosfodiesterasa hidroliza
el enlace fosfodiester del AMPc, transformando éste en AMP, inactivo como mensajero intracelular (Alberts
et al,, 1989).
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El acoplamiento de varios receptores de neurotrasmisores a la AC, situada en la parte
interna de la membrana plasmdtica, se realiza a través de dos especies de protefnas de unién
de GTP o protefnas G : la G,, estimuladora de adenilato ciclasa y la G;, inhibidora de
adenilato ciclasa (esto no ocurre en bacterias, donde los receptores y las moléculas de AC
interaccionan directamente). Ambas protefnas son heterotrfmeros compuestos por 3
subunidades «, 3, v y son dianas de mono-ADP ribosilacidn de enterotoxinas procedentes
de Vibrio cholera (toxina colérica) y Bordetella pertusis (toxina pertusis), toxinas bacterianas
que han contribufdo a la elucidacién de los mecanismos moleculares de la funcién de las
protefnas G. La subunidad o de estas protefnas (Go,) presenta actividad GTPasica, que es
estimulada por los agonistas de los receptores acoplados a protefnas G. La ADP ribosilacidn
es una modificacién covalente de las protefnas G que en el caso de la toxina colérica sobre
la protefna G, provoca una activacién irreversible de la adenilato ciclasa, por bloqueo de su
actividad GTP4sica intrfnseca, mientras que en el caso de la toxina pertusis sobre la proteina
Gi, impide el acoplamiento entre el complejo ligando-receptor y la protefna G;, lo que
conduce al blogqueo de la inhibicién de la adenilato ciclasa. Las otras subunidades que forman
la estructura heterotrimérica completa de la protefna G son la 8 y la y, que son comunes para

la G, yla G,

En su forma inactiva, la Gs estd formada por un trfmero con GDP unido a la Ga,. Cuando
se activa por unién al complejo hormona-receptor, ¢l sitio de unién a nucleétidos de guanina
se altera, permitiendo al GTP unirse en el lugar donde estaba unido el GDP. La unidn del
GTP causa la disociacién de la Ga, de Ja GBy,, lo que permite a la Ge, unirse a fa molécula
de adenilato ciclasa, de cuya activacién deriva un incremento del AMPc, En menos de un

minuto, la Ge, hidroliza su GTP unido , que pasa a GDP, causando la disociacién de Ge,
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Espacio extraceluiar

Merbrana plasmitica -
Citoplasma

Esquema 6. Mecanismo de accién de la protema Gs en la activacidn de la adenilato ciclasa (AC). El
ligando se une a su receptor (1) cambiando su conformacién (2), dejando al descubierto un sitio de unién para
la protefna G. La protefna G se difunde hacia el receptor por la membrana plasmdtica interna, formando el
complejo protefna G-ligando-receptor (3), lo que promueve el intercambio de GDP por GTP. Este cambio

origina la disociacién de la subunidad e (4), la cual se une a la adenilato ciclasa, activdndola (5}, produciéndose

as{ varias moléculas de AMPc. La subunidad o tiene una GTPasa intrinseca, que produce la hidrdlisis del GTP
a GDP, lo que hace que la AC vuelva a su conformacién original (6), por tanto, inactiva. El ciclo de activacién

se repite (2) hasta la disociacién del ligando de su receptor (7).
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de la AC. Con ello vuelve a su estado basal y se recupera ¢l complejo GaBy, que puede
volver a interaccionar con otro receptor, reiniciando de nuevo el ciclo (esquema 6). La
energfa liberada en la activacidn del ciclo no es debida a la unién de la hormona al receptor,
sino a la hidrolisis del GTP. Desde el punto de vista energético, los receptores serian los
catalizadores de la activacién del ciclo, Otras teorfas posteriores indican que G, estd ya unida
por Ga, a la AC. El complejo hormona-receptor interaciona con la protefna G y entonces

GBy se disocia y se produce la activacién de la AC (Birnbaumer et al., 1987)

Existe un diterpenoide de la rafz de Coleus forskoli, |a forskolina, que activa directamente
adenilato ciclasa. La forskolina, que tiene una ECso aproximada de 25 pM, causa una
elevacién rdpida y reversible del AMPc, elevacién que puede llegar a ser de 35 veces el nivel
basal del mismo. A bajas concentraciones (I uM) aumenta la respuesta del AMPc generado
por noradrenalina, isoproterenol, histamina, adenosina, prostaglandina E, y VIP (Seamon et
al., 1981). Hoy en dfa se utiliza esta molécula como activador de adenilato ciclasa, aunque
se conocen otros mecanismos de accién adicionales. Por ejemplo, se conoce que la forskolina
inhibe un cierto nimero de protefnas de transporte de membranas (como el transportador de
glucosa (Laurenza et al., 1989) y protefnas de canales i6nicos) por un mecanismo que no
implica la produccién de AMPe. Para comprobar si sus efectos implican o no la formacidn
de AMPc, se puede usar su andlogo inactivo 1,9-dideoxiforskolina, que no tiene ninguna

accidn sobre la adenilato ciclasa.

Hay diversas hormonas acopladas a la estimulacién o inhibicién de la adenilato ciclasa,
Entre los efectores estimulantes podemos citar los 8-adrenégicos, el glucagén, la ACTH, la

TSH, la vasopresina, la serotonina, la dopamina, la adenosina a través de sus receptores A,

24



Antecedentes

y la protaglandina E,. Entre los inhibidores, los a,-adrenérgicos, adenosina a través de sus
receptores A,, los péptidos opiodes a través de su receptor u y la somatostatina (Levitzki,

1987).

Catabolismo

La molécula de AMPe es termodindmicamente inestable, por lo que es susceptible de
hidrolizarse rdpidamente, por la accién de fosfodiesterasas, que lo transforman en AMP
(esquema 5). La actividad fosfodiesterdsica se ha encontrado tanto en membranas como en
el citosol celular. En cerebro, por ejemplo, la actividad fosfodiesterdsica especifica de AMPc

se encuentra en la misma proporcidn en la forma soluble que en la unida a la membrana.

Las fosfodiesterasas han sido clasificadas en cinco familias, las cuales tienen una alta
homologfa entre sf, presentando dominios donde se conservan 300 residuos de aminodcidos.
La designacién de las familias es la siguiente: la dependiente de calcio-calmodulina, la
estimulada por GMPc, la inhibida por GMPc, la especifica de AMPc, y la especffica de
GMPc (Beavo & Reifsnyder, 1990). Estas isoenzimas difieren en su localizacién, regulacion
y expresién en las diferentes lineas celulares, siendo objeto de investigacién, actualmente,
la bisqueda de sus inhibidores especificos, Recientemente se ha comprobado que la
fosfodiesterasa activada por calcio-calmodulina es susceptible de regulacién por la propia
PKA. Asi, en células de astrocitoma, se ha observado que al estimularse el receptor
muscarfnico y elevarse los niveles de caleio intracelular, se produce la activacion de la

fosfodiesterasa activada por calcio-calmodulina. Pero si ésta fosfodiesterasa es fosforilada por
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la PKA, disminuye su capacidad de ser activada por la calmodulina. Elio produce una
disminucién de la hidrélisis de AMPc durante los picos mdximos, con un incremento
posterior de la hidrdlisis en la interrupcién de la activacién hormonal de la adenilato ciclasa
(Northup, 1989). Ademds de degradarse, el AMPc también es eliminado de la célula por un
mecanismo que se ha denominado "cAMP-export”, como ha sido estudiado en células

cromafines bovinas en cultivo (Marley & Thompson, 1992)

Mecanismo de accidn del AMPc. Efectos como mensajerg intracelular

Mientras est{ presente, el AMPc actda como efector alostérico de la protefna kinasa
dependiente de AMPc, denominada por ello protein kinasa A (PKA), que cataliza reacciones
de fosforilacién de protefnas, por transferencia de un grupo fosfato del ATP a un grupo
hidroxilo de ciertos aminodcidos presentes en las protefnas (frecuentemente la serina). Fue
inicialmente aislada del musculo en forma de dimero o,8,, con dos subunidades catalfticas
y dos subunidades reguladoras, Estas 4 subunidades hace que se requieran 4 moléculas de
AMPc para que se active la PKA. Las subunidades cataliticas permanecen inactivas hasta que
se unen las reguladoras (Taylor, 1989). En cerebro existen dos subtipos de PKA,
denominadas I y II. Ambas contienen subunidades catalfticas idénticas, pero difieren en las

subunidades reguladoras (Northup, 1989).

Para actuar como mediador intracelular la concentracién de AMPc debe ser menor 0 igual
a 10° M. Son diversas la acciones que tiene el AMPc en la célula. Metabdlicamente,

constituye un sfmbolo de agotamiento de fuentes carbonadas. En células PC12, el AMPc y
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sus andlogos producen el mismo efecto morfolégico que el factor de crecimiento nervioso
(NGF) (Chijiwa et al., 1990). Pueden ser fosforilados por aumento de los niveles de AMPc
las protefnas de membrana, como receptores, trasportadores o bombas; constituyentes del
citoesqueleto, como los microtdbulos; orgénulos, como los ribesomas y, ciertas protefnas
nucleares, como histonas nucleares, factores de transcripcion especificos como el CREB
(elemento de respuesta al AMPc), a través del cual este nucledtido produce la regulacién de
la transcripcién de genes especificos. Es decir, el mismo mecanismo puede conducir a
respuestas completamente diferentes en distintas células especializadas tanto a corto como a
largo plazo. Nos detendremos, por relacién a este trabajo en la regulacién de la funcionalidad

de las células cromafines y en la fosforilacién de receptores.

Modulacién de la secrecién de CAs en las células cromafines. El AMPc parece modular
la secrecién de CAs en la células cromafines, aunque los efectos encontrados en células
enteras son contradictorios. Asi, la forskolina inhibe la secrecién de CAs estimulada por
nicotina pero no por altas concentraciones de potasio (Baker et al., 1985) y también parece
incrementar la secrecién conseguida con dosis subméximas de Ach (Marriot et al,, 1988).
En células permeabilizadas con digitonina se ha identificado la protefna Exo02 como la
subunidad catalftica de la PKA, que regula la secrecién dependiente de calcio (Morgan et
al., 1993). Algunos autores explican el efecto inhibitorio del AMPc sobre la secrecién
mediada por nicotina por la inhibicidn que produce sobre el desensamblaje de los filamentos
de la actina cortical inducido por nicotina (Burgoyne, 1591). Otras acciones del AMPc sobre

el citoesqueleto se citan en el apartado 1.2.2.5.
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El efecto del AMPc sobre la funcionalidad de las células cromafines es objeto de esta Tesis

Doctoral, por lo que serd comentado en los préximos apartados de Resultados y Discusidn,

Modulacién de receptores. Diversos receptores son susceptibles de modulacién por PKA
por exhibir en sus estructuras residuos aminoacfdicos fosforilables por esta kinasa. En

concreto y relacionado con este trabajo, es el caso de los receptores nicotinico y de GABA,.

Desde hace tiempo se conoce que la exposicién prolongada del receptor nicotfnico a la Ach
disminuye la sensibilidad del receptor a esta sustancia, proceso que se denomina
desensibilizacién. La fosforilacion del receptor por PKA y probablemente por PKC y por
tirosina kinasas aumenta la tasa de desensibilizacién por Ach. En el receptor nicotfnico son
sustratos de kinasas residuos de serina de las cadenas v y 6 para la PKA, residuos de serina
de las cadenas « y & para la PKC (estos § diferentes a los anteriores) y residuos de tirosina

de las subunidades B, v y & para tirosina kinasas (Huganir et al., 1986).

En el caso del receptor GABAA, la secuencia consenso para el sitio de fosforilacién por
PKA se halla en un residuo de serina de la subunidad B (Harrison & Lambert, 1989).
También existen sitios de fosforilacién por PKC (Stelzel et al, 1988) y tirosina kinasas
(Leidenheimer et al., 1991). Se ha observado que la forskolina en cultivos de neuronas
corticales incrementa la tasa de desensibilizacién répida del receptor GABA, (Tehrani et al.,
1989), efecto que ha sido observado también en el caso del receptor nicotinico (Huganir et
al., 1986). La PKA parece disminuir la frecuencia de apertura del canal sin afectar su
conductancia o su tiempo de apertura (Leidenheimer et al., 1991). Recientes estudios han

confirmado que la PKA inhibe el flujo de 3C1 estimulado por muscimol.
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Introduciendo en las diversas células un andlogo estructural del AMPc altamente
permeable, el 8-Br-AMPc, se ha comprobado que una dosis 1 mM es suficiente para producir
esta inhibicién, en tanto que una dosis andloga de 8-Br-GMPc no produce efecto alguno
(Harrison & Lambert, 1989). La inhibicién del receptor en células de Purkinje del cerebelo
es potenciada por activacién de los receptores 8, adrenérgicos, que estdn acoplados al

incremento del AMPc (Parfitt et al., 1990).

En contraste, en neuronas del hipocampo, se ha sugerido que la funcionalidad de este
receptor es mayor cuando estd en estado fosforilado o al menos asociado a alguna melécula
reguladora, En este caso, el calcio actia tambien como regulador, ya que se ha demostrado
que una elevacién de [Ca’*]i activa una fosfatasa dependiente de calcio-calmodulina que
escindirfa el grupo fosfato relacionado con la regulacién de la funcionalidad de este receptor
(Chen et al., 1990). También se ha observado que en ovocitos de Xenopis que expresan un
receptor de GABA , recombinante tipo o, B,y,., la fosforilacién por un ester de forbol inhibe
la respuesta a GABA en un 70 %, y sin embargo, potencia el efecto de benzodiazepinas y

barbituratos sobre la respuesta del GABA en un 200 % (Leidenheimer et al., 1993).

2.2.2.2. Guanosina monofosfato_ctclico (GMPc) y su papel en la

exocitosis

En la mayorfa de las células animales, ademds del AMFc existe otro nucleétido ciclico,

el GMPc, pero se halla presente en una concentracién 10 veces inferior a la del AMPc,
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La guanilato ciclasa, que puede ser soluble o particulada, cataliza la formacidn de GMPc,
Este, estimula una proteina kinasa dependiente de GMPc. Existen en vertebrados dos tipos
de kinasa, la soluble o GKI, con dos isoformas, « y 8, y la unida a membrana o GKIL
Ambas difieren en su localizacién celular y en su funcionalidad. Asf, GKI se encuentra en
las células de Purkinje del cerebelo, musculo liso y plaquetas, controlando la concentracién
de calcio intracelular, mientras que la GKII se encuentra en las vellosidades del intestino
delgado, regulando la absorcién y secrecién de CI'. Entre las fosfodiesterasas relacionadas
con el GMP¢, como mencionamos anteriormente, se encuentra la tipo II, activada por GMPc,
la I1I inhibida por GMPc y la tipo V, especifica para GMPc. Estas fosfodiestarasas controlan
los niveles y la duracién de la accién del GMPe, siendo el propic GMPc regulador de sus

actividades (Schmith et al., 1993).

Entre las diversas acciones que puede gjercer el GMPc citaremos la respuesta de Ia retina
a la luz, la recepcién olfatoria, esteroidogénesis, transporte renal e intestinal de iones,
cambios en el calcio celular importantes en la agregacién celular y contractilidad del corazén
y musculo liso. Hoy en dfa tiene particular interés porque la guanilato ciclasa puede ser
activada por 6xido nftrico {NO), anteriormene conocido como factor relajante del endotelio

(Schmith et al., 1993).

En las células cromafines se han estudiado los efectos del GMP¢ como consecuencia de
la activacién de los receptores muscarinicos (O’Sullivan & Burgoyne, 1990), Un anélogo
permeable del GMPc, 8-Br-GMPc, no tiene efecto sobre la secrecién basal ni sobre la
mediada por angiotensina II, bradiquinina o altas concentaciones de potasio, pero potencia

la secrecién debida a dosis bajas de nicotina (O’Sullivan & Burgoyne, 1950).
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Hoy en dfa es objeto de estudio la regulacién que ejercen los propios nucledtidos y las
kinasas activadas por estos nucledtidos entre sf, Por ejemplo, la protefna kinasa dependiente
de GMPc (PKG) media la reduccién de caleio producida por AMPc en células musculares
vasculares de ratén, ya que el AMPc causa una activacién de la PKG (Lincoln et al., 1990).
El hecho de que existan interacciones entre las diferentes kinasas, como la fosforilacidn por
PKA de calcio-calmodulina kinasas o tirosina kinasas, hace que su actividad catalitica sea

susceptible de regulacién y hace a las kinasas mds activas (Lincoln & Cornwell, 1993).

2.2.3. Papel de la fosfolipasa A, y del dcido araquiddnico.

Recientemente se ha confirmado que la adicién externa de dcido araquiddnico (AA)
incrementa la liberacién de CAs en ausencia y en presencia de agonistas que estimulan la
secrecién en células cromafines (Rindilisbacher et al., 1990). El AA se genera bien por la
accién de una fosfolipasa de membrana, la fosfolipasa A, (PLA,), que hidroliza fosfolipidos
de membrana como fosfatidilcolina, 4cido fosfatidico, fosfatidiletanolamina, etc., o bien por

la diacilglicerol lipasa, enzima que hidroliza el diacilglicerol (DAG), generando AA.

La PLA, puede ser activada por la prostaglandina E, (PGE,). El uso de inhibidores
especificos de la PLA, no afecta la secrecién basal ni la inducida por ouabaina (Negishi et

al., 1992)

Al inhibir Ia DAG-lipasa con su inhibidor espectfico RHC 80267, se suprime la liberacidn

de CAs, la cual es restaurada por la adicién de AA. Este efecto es revertido por inhibidores

31



Antecedentes

de la lipoxigenasa, una de las enzimas que degradan AA, lo cual indica que no sdlo el AA,
sino también alguno de sus productos de degradacién por lipoxigenasa es esencial para
producir la exocitosis en las células cromafines (Rindilisbacher et al., 1990). El AA parece
inducir la fusién membrana-membrana entre grinulos cromafines aislados y podria estar
directamente implicado en la fusién de membranas granular y plasmdética (Zaks & Creuz,
1988). La liberacién de AA acompafia el proceso de exocitosis dependiente de calcio en
células cromafines permeabilizadas (Frye, 1985) e intactas (Frye, 1984). Segin ciertos
autores , el AA estimula la secrecidn de CAs en presencia de ouabafna por estimular el
metabolismo de fosfatidilinositoles, de forma dependiente de calcio (Negishi et al., 1990} .
En contraste con esta afirmacidn, otros trabajos (Morgan & Burgoyne, 1990a) indican que
el AA podrfa tener un papel minoritario en la regulacién de la exocitosis dependiente de
calcio en células cromafines bovinas permeabilizadas, o bien que tan sélo la estimulara a
altas concentraciones, pues sélo a altas concentraciones es capaz de activar la PKC de tipo
111, intimamente relacionada con los procesos de sfntesis y liberacién de CAs (Koda et al,,
1990). Por otra parte, parece ser que la calpactina y otras anexinas inhiben la PLA, , por
unirse a fosfolipidos de membrana, impidiendo su actuacién (Davidson et al., 1987). Al
activarse la calpactina por CaCaM, se liberarfan estos fosfolfpidos atrapados, lo cual indica
que €l calcio puede ser también un regulador de esta via: desinhibiendo 1a PLA, (ya que esta
enzima est regulada fundamentalmente por CaCaM) o activando la calpactina. Por iltimo,
recientes trabajos indican que el AA y otros dcidos grasos son capaces de producir
hiperpolarizacién por modular la conductancia al K* en células cromafines y PCI2

(Enrengruber et al., 1993),
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2.2.4. Papel de las proteinas G.

La participacién de protefnas G en el proceso de secrecion es algo contradictoria, ya que
si bien Knight y Baker (1985) comprobaron que en c¢lulas cromafines bovinas
electropermeabilizadas, el GTPyS tenfa un marcado efecto inhibidor de la secrecidn inducida
por elevacién de la concentracién de calcio intracelular, Penner y Neher (1989) observaron
que el GTPyS no producfa efecto alguno sobre la secrecién en las mismas células intactas
cuando este se perfundfa a través de una micropipeta de "patch-clamp". Estos hallazgos
contradictorios podrfan ser explicados por la existencia de varios tipos de proteinas G
diferentes acopladas a diversos sistemas efectores de la célula cromaffn (Bader et al., 1989).
Se ha observado que la activacién de proteinas G por ciertos andlogos de GTP pueden
inducir la secrecién independiente de calcio en células cromafines, efecto que puede estar
desligado de la generacién de AA (Morgan & Burgoyne, 1990b), Esto sugiere que la
exocitosis en células cromafines puede ser estimulada a bajos niveles de calcio, activando una
nueva protefna G, la G, (Gomperts et al., 1986), que podrfa participar de manera directa en
el proceso exocitdtico (Morgan & Burgoyne, 1990b), En el esquema 7 se representa el
posible papel de estas protefnas en el proceso exocitético. Dentro de este modelo cabrian dos
posibilidades, que las protefnas G estén implicadas en la unién del grénulo a la membrana
o bien que estas protefnas G estén relacionadas con la formacién del poro de fusién. Por lo
tanto parece claro que en células cromafines la exocitosis se halla controlada por protefnas

G.
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Esquema 7. Posible papel de protefnas G en la etapas finales de la exocitosis. (A) Promoviendo el atraque
de los grénulos en la membrana, La protefna G es necesaria para la uni6n del grdnulo a la proteina de atraque.
La aclivacién permanente con GTP+S previene la disociacién del complejo de unién y bloquea un nuevo ciclo
de atraque y fusién. (B) Promoviendo la fusién del grdnulo con 1z membrana. La activacién de la proteina G
puede estimular la protefna de fusién a formar el poro mismo. De la misma forma, si el complejo no se disocia,
se produce una inhibicién neta de la secrecién, Estos posibles mecanismos no excluyen la posibilidad de una(s)

protefna G con actividad inhibidora allf donde en el esquema se muestra una accién positiva (Knight et al.,

1989),
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2.2.5. Papel del citoesqueleto en la exocitosis

2.2.5.1. Composicién y organizacidn molecular del citoesqueleto

en la célula cromafin

El citoesqueleto de las células no musculares estd compuesto por tres sistemas de
filamentos diferentes: microtibulos, filamentos intermedios (neurofilamentos de las neuronas)
y microfilamentos. Estas estructuras forman una red ordenada y rigida en el citoplasma, lo
que hace pensar que durante la exocitosis, el movimiento de los grinulos supone un cambio
en el modo de anclaje e interaccién con el citoesqueleto. Para comprender los cambios que
sufre el citoesqueleto, es necesario conocer cuales son las estructuras que lo integran y
cuales son los mecanismos a través de los cuales estos sistemas contribuyen al proceso de

secrecién. Por ello, haremos una pequeiia revision de cada uno:

Microtibulos

Estén formados fundamentalmente por moléculas de tubulina, que es un dfmero que puede
disociarse en dos subunidades denominadas « y B tubulina, de manera que la subunidad B de
una molécula de tubulina estd en contacto con la subunidad o« de la siguiente, La
estequiometrfa de las cadenas suele ser 1:1. Se ha observado que las membranas de los
granulos cromafines contienen sitios de unién de alta afinidad, reversibles, para la tubulina
(Bernier-Valentin et al., 1983; Bader et al., 1984), Los dfmeros de tubulina se asocian
dando lugar a una especie de membrana que sufre un enrollamiento y da lugar a la

formacién de los microtdbulos, los cuales constituyen unos auténticos "rafles" por donde
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se desplazan los grdnulos cromafines desde su sitio de ensamblaje, en el Golgi, hacia la

periferia celular,

Neurofilamentos

Las células cromafines poseen neurofilamentos, los cuales se consideran marcadores
neuronales muy especificos. Los neurofilamentos se encuentran normalmente pobremente
fosforilados (Georges et al., 1987, Grant et al, 1988), siendo su fosforilacién una
caracter{stica de la maduracién axénica (Dahl et al., 1986; Fosher et al., 1987; Marc, 1986).
No obstante, no parece existir en células cromafines una relacién directa entre los

neurofilamentos y €l proceso secretor.

Microfilamentos

Constituyen el sistema contréctil de la célula, debido a las fibras de actina y miosina, que
se organizan de modo andlogo al misculo esquelético.

La miosina en el musculo esquelético estd formada por dos cadenas pesadas enrolladas en
hélice, cada una con una cabeza que liga ATP y que se asocia a dos cadenas ligeras de
miosina, Una molécula de miosina tiene dos sitios de fijacién para la actina, En células
cromafines, la miosina se sitia preferentemente a nivel del espacio subplasmalemal, y puede
participar en los mecanismos de secrecién a través de su fosforilacidn por la quinasa de la
cadena ligera de miosina (MLCK), formando los filamentos dipolares que dejan accesibles
los sitios de unién de la actina, Con ello, la membrana plasmdtica experimenta un
"arrugamiento” que podria afectar 2a los constituyentes de la membranas plasmética, entre

ellos, los canales i6nicos de sodio y calcio, lo que facilitarfa la secrecién (Friendman et al.,

1986).
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La actina puede estar en forma de monémero o actina G o bien en forma de polimerc o
actina F, formando una doble hélice. En este filamento formado, otra protefna de estructura
helicoidal, la tropomiosina se enrolla uniendo siete moléculas de actina por cada una de
miosina, y ademds liga en su extremo otra protefna, la troponina T, a la que se une la
troponina C y la I. En presencia de calcio, la troponina C cambia de conformacidn,
modificando la posicién de la troponina I y , por lo tanto, de la troponina T, que desplaza
ligeramente la tropomiosina, dejando al descubierto los sitios de unién para la miosina. La
actina estd presente en las células cromafines en las isoformas By v, principalmente en el
espacio subplasmalemal, formando conexiones con la membrana plasmdtica y los granulos
de secrecién (Thuret-Carnahan et al., 1985; Aunis et al., 1986). En una célula en reposo,
la actina estd polimerizada en forma de actina F impidiendo el movimiento de los orgdnulos
(esquema 8). Una estimulacidn de Ia célula podrfa medificar la organizacion de la actina,
despelimerizdndola, transformdndola en actina G, con lo cual los grdnulos podrfan avanzar
hacia las zonas de exocitosis. Ello ha sido puesto de manifiesto con diversas técnicas, como
las citoqufmicas, usando faloidina marcada con rodamina (Trifaré et al., 1992}, ILa
organizacién de los filamentos de actina F estd controlada por varias protefnas que realizan
tres tipos de funciones: las que impiden la polimerizacién de la actina G, como la profilina;
las que fragmentan los filamentos de actina F, como la villina y la gelsolina, y la que
forman puentes cruzados con otras estructuras (esquema 8). Comentaremos alguna de sus

caracteristicas.

La o-actinina es una protefna de anclaje que promueve la formacién de racimos de actina,
haciendo que los filamentos de actina se entrecrucen de una forma determinada y sirve como

punto de anclaje de estos filamentos con Ia membrana plasmitica (Bader & Aunis, 1983). Es
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sensible al Ca?* citosélico, de modo que cuando las concentraciones son inferiores a 0.1 uM
forma un enlace estable con la actina, que se desestabiliza a concentraciones de calcio por

encima de 0.1 uM (Burgoyne, 1984).

La espectrina o fodrina es una protefna de reticulacién de la actina y puede ligar
calmodulina. La fodrina parece ser responsable de la propiedad de las membranas de las
células cromafines de aumentar la viscosidad de una solucién de actina en ausencia de calcio

(Aunis & Perrin, 1984).

La organizacién de la capa de fodrina cambia drdsticamente tras la estimulacién de las

células cromafines por nicotina, por alto potasio o por iondforos de calcio. Cuando éste
ocurre, la fodrina se desliga de la F-actina (Perrin & Aunis, 1985 ), lo cual podria estar
relacionado con el acercamiento de los granulos secretores distantes de 1a membrana durante
el proceso exocitético. Probablemente interacciona con la sinapsina I, que une las vesiculas
a la F-actina. Al aumentar el calcio quedan libres de la actina lo que permite a las vesiculas
moverse hacia las zonas de exocitosis. En efecto, en condiciones de reposo, los gréanulos
cromafines estdn anclados en posiciones mds o menos fijas y separadas de la membrana
plasmética por una red de F actina/fodrina que impide su acceso a los sitios de exocitosis en
la membrana. Una estimulacién de las células irfa seguida de una fluidificacién de esta red,
siendo entonces posible el movimiento de los granulos hacia la membrana. En este proceso
es imprescindible una elevacion de calcio intracelular. La fodrina tiene un sitio de unidn para

el calcio , que liga de forma reversible en su subunidad .

La gelsoling es capaz bien de formar en presencia de concentraciones micromolares de
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calcio y monémeros de actina G, complejos gelsolina-(calcio),-(actina),, que promueven la
nucleacién de Ia actina G al unirse al extremo B de la cadena de actina, o bien en presencia
de las mismas concentraciones de calcio y actina F, formar complejos gelsolina-(calcio), que

fragmentan los filamentos de actina F, con lo que la viscosidad del medio disminuye (Bader

et al., 1986a).
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Esquema 8. Organizacién de algunas proteinas del citoesqueleto relacionadas con la actina.
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Por ultimo, la escindering estd presente en células secretoras preferentemente en el
citoplasma cortical de las células cromafines. Tras la estimulacién colinérgica, hay una
redistribucién de la escinderina, que ademds produce el desensamblaje de la F actina
origindndose dreas subplasmalemales con la viscosidad citopldsmica reducida, lo que favorece

la movilidad de los granulos de secrecién (Trifaré et al., 1992),

2.2.5.2. Protefnas del citoesqueleto y secrecidn. Influencia de

calcio y _proteina kinasas

El Ca?* interviene en el control de 1a exocitosis que ejercen las protefnas del citoesqueleto,
a varios niveles: (1) a nivel de la fodrina, por alterar su estructura probablemente por
intervencién de la calmodulina, y permitiendo el acercamiento de los grénulos hacia la
membrana; (2) a nivel de la «-actinina, liberando los grénulos de su anclaje; (3) a nivel de
la gelsolina, rompiendo la red citoesquelética de F-actina, disminuyendo su viscosidad. A
través de la caldesmona, que es una protefna citosélica de 70 KDa presente en la periferia
de las células cromafines (Burgoyne et al., 1986), capaz de unirse a la actina, siendo ésta
unién dependiente de calcio mediada por la calmodulina. Si el calcio estd en concentraciones
micromolares forma un complejo caldesmona/calmodulina, pero si el calcio es nanomolar
forma un complejo caldesmona/ actina F (Kakiuchi & Sobue, 1983). El aumento de la
concentracidn intracelular de calcio puede desplazar, por tanto, la caldesmona de la actina,
permitiendo su interaccién con la filamina, también presente en las células cromafines

(Burgoyne & Cheek, 1986) y ]a consecuente gelificacién de la red de actina,
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En las células cromafines la fosforilacién de protefnas estd estrechamente relacionada con
los procesos de secrecidn, ya que se ha visto que una estimulacién de las c€lulas provoca,
en paralelo, la liberacién de CAs y la incorporacién de *P en ciertas proteinas celulares
(Amy & Kirschner, 1981). Esta regulacién por fosforilacién reversible de protefnas es bien
conocida en otros tejidos (Nairn et al., 1985), y afecta a protefnas especficas de la
membrana del grénulo cromafin, a diversas protefnas de la membrana plasmdtica y a
protefnas del citoesqueleto, Las kinasas mds importantes que intervienen en los procesos de
exocitosis en células cromafines son: la activada por calcio-calmodulina (PKCaCaM); la
activada por AMPc (PKA); la activada por Ca** y fosfolipidos (PKC) y la activada por

GMPc (PKG). Estudiaremos a continuacidn su participacién en los mecanismos de secrecion:

Proteina kinasa dependiente de Ca** y calmodulina (PKCaCaM)

La calmodulina es un candidato evidente como mediador de Ia accién del Ca’* en las
células cromafines. Treiman y col. (1983) mostraron la presencia de una kinasa dependiente
de calcio-calmodulina a nivel de la membrana del grénulo cromafin. Esta kinasa puede ser
activada por un aumento de la tasa intracelular de calcio y su accién podrfa estar en relacion
con la actividad secretora de la célula, ya que se ha demostrado que compuestos que
antagonizan in vitro la accidn de la calmodulina (Wakade & Wakade, 1984) o anticuerpos
especificos anticalmodulina (Kenigsberg & Trifaro, 1985) inhiben la secrecidn estimulada de
CAs. Segin Llinas y col.(1985) la funcién de la PKCaCaM serfa la de fosforilar la
sinapsina. Esta protefna en su forma defosforilada se une a la membrana de vesiculas
sindpticas, impidiendo su interaccién con la membrana plasmdtica, Su fosforilacién, en

cambio, impide su accidn inhibidora a nivel de las vesfculas sindpticas, permitiendo asf el
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movimiento de las vesiculas hacia las zonas activas de la exocitosis y, como consecuencia,

1a liberacidn del neurotrasmisor,

No se descartan, sin embargo en las c€lulas cromafines otras posibles funciones, dado su
gran espectro de accién como mediador de varias acciones del Ca®*. Las células cromafines
contienen, ademds, un tipo particular de kinasa dependiente de calcio-calmodulina: la kinasa
de la cadena ligera de miosina (MLCK), que permite la formacidn de filamentos bipolares
de miosina, por fosforilar sus cadenas ligeras (Serventi & Coffee, 1989). Esta fosforilacién
deja accesibles los sitios de fijacién para la actina , dando lugar a la formacién de la

actomiosina. El calcio podrfa asf modular las interacciones entre la actina y la miosina,

Proteina kinasa dependiente de AMPc (PKA)

Las células cromafines poseen una kinasa A a nivel de la membrana de los grdnulos de
secrecién, lo que podrfa indicar su intervencién a nivel de los mecanismos de secrecion
(Treiman et al., 1983; Burgoyne & Geisow, 1982). De hecho se ha confirmado en otros
tejidos, como lactotrofos bovinos que el AMPc facilita la secrecion inducida por calcio de
manera sinérgica, actuando directamente en el aparato secretor, de manera independiente a
la activacién de la conductancia de membrana (Sikdar et al., 1990). En células cromafines
permeabilizadas la PKA regula la secrecién dependiente de Ca®* (Morgan et al., 1993). Su
accién podrfa discurrir a través de la despolimerizacién de microtiibulos, con la consiguiente

fluidificacién de la membrana plasmdtica (Kennedy et al,, 1979, Cheek & Burgoyne, 1987).
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Proteina kinasa C (PKC)

La PKC es activada por diacilglicerol y sus andlogos estructurales, los ésteres de forbol.
La utilizacién de células permeabilizadas ha permitido efectivamente mostrar que los ésteres
de forbol disminuyen la cantidad de calcio necesaria en el medio de incubacidn para provocar
la exocitosis (Knight & Baker, 1983; Pocotte et al., 1985). De los tres subtipos de PKC el
que parece estar implicado en la exocitosis es el tipo Ill © o (Koda et al., 1590). Grant y
Aunis (1990}, tratando las células cromafines en cultivo primario con el éster de forbol
12-o-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), han observado que esta sustancia induce la
fosforilacidn de neurofilamentos. El TPA produce también la reorganizacién de la actina
(Vitale et al., 1992), habiéndose observado que al menos dos protefnas distintas del
citoesqueleto son susceptibles a la influencia de la activacién de la PKC (Grant & Aunis,
1990). El estudio con ésteres de forbol sobre la secrecidn de las células cromafines muestra
una rdpida y transitoria disminucién en el contenido de actina en la fraccién del citoesqueleto,
que implica la despolimerizacién de la actina 30 segundos después del tratamiento con TPA
(Burgoyne et al., 1989a), El TPA produce cambios en la organizacion de la fodrina (Sobue
et al., 1988) y la vinculina (Schiliwa et al., 1984), en otras c€lulas en cultivo. Ademds de
la vinculina (Kawamoto et al., 1984; Werth et al., 1983), algunas otras proteinas asociadas
a la actina como la miosina {Naka, 1983), filamina (Kawamoto, 1984), troponina (Katoh,
1983) y talina (Litchfield, 1986) , han sido identificadas in vitro como sustratos de la PKC,
La PKC produce una inmediata fosforilacién de protefnas, 1o que produce un aumento rapido
de la secrecidn de CAs en células cromafines, pero ademds parece tener un segundo
mecanismo m4s lento, que ocurre al cabo de varias horas y que requiere la transcripcidn de
genes y sintesis de protefnas, que es independiente de la continua activacién de la PKC

(Bittner et al., 1990).

43



Antecedentes

2.2.6. Receptores implicados en la regulacion de la secrecién de CAs

por las células cromafines

2.2.6.1. Receptores colinérgicos

La secrecion de CAs por las células cromafines de la médula adrenal es regulada
fundamentalmente por los receptores colinérgicos, nicotfnicos y muscarfnicos localizados en
sus membranas, La abundancia relativa de cada uno depende de la especie animal. En vaca
pricticamente todos los receptores de Ach son de tipo nicotinico, mientras que en rata,
cobaya o cerdo parecen predominar los muscarfnicos. Las células cromafines presentan
ambos tipos de receptores nicotinicos: los nicotfnicos de c-bungarotoxina y los funcionales
nicotfnicos de Ach (Geertsen et al,, 1990). Los receptores nicotfnicos son de alta afinidad,
de tipo ganglionar, es decir, similares a los centrales y no a los neuromusculares (Miwa et
al,, 1993). La activacién del receptor nicotfnico provoca la apertura del canal catiénico para
el Na* que forma parte de este receptor y la consiguiente despolarizacién de la célula, Ello
supone una entrada de calcio del medio extracelular, que producirfa el desensamblaje de los
filamentos de actina en 4reas proximas a la membrana plasmitica (Vitale et al., 1992), con

el consiguiente incremento de la secrecidn,

En el caso de Ia estimulacién muscarfnica, la respuesta estd mediada por un aumento del
GMPc, y la generacién de IP,, que libera Ca?* de los reservorios intracelulares. El efecto
sobre la secrecién de CAs parece ser estimulante debido a la elevacion del Ca?* intracelular
subsiguiente a la formacién de IP,, en las células donde estos receptores son los mayoritarios

(Forsberg et al,, 1986), como en las células cromafines porcinas (Xu et al., 1992).
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La estimulacién de estos receptores, por lo tanto, tiene como consecuencia la liberacidn
de grandes cantidades de noradrenalina y adrenalina a la sangre circulante, llegando asf a
todos los tejidos de la economfa. La proporcién de adrenalina y noradrenalina liberada varfa
también segiin la especie animal y puede cambiar, ademds segun las condiciones fisioldgicas,
como es el caso de la hipoglucemia o 12 asfixia, que aumentan la secrecién de adrenalina por
deplecién de los reservorios de la médula adrenal (Hirano & Nijima, 1980). También puede

variar segtin la naturaleza del estimulo.

Ademds de los receptores colinérgicos, se han encontrado otros sistemas receptores en
estas células, cuya presencia podrfa estar relacionada con el control de la secrecion, por lo
que se han sido estudiado en virtud de su capacidad para modular la secrecidén de CAs, De
los diferentes sistemas neurotransmisores presenles en las células cromafines comentaremos
brevemente los adrenégicos, los neuropeptidérgicos, los dopaminérgicos, los purinérgicos,
los serotoninérgicos e histaminérgicos. Del GABA y sus receptores hablaremos

detalladamente en sucesivos apartados,

2.2.6.2. Otros_receptores

Receptores adrenérgicos

Ciertos estudios han mostrado la presencia de los receptores oy B adrenérgicos a nivel
de 1a membrana plasmética de las células cromafines, Existen dos subtipos de receptores

a, los a;, cuyo mecanismo de accién estd relacionado con 1a hidrolisis de fosfatidil inositoles
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y los oy, relacionados con la inhibicion de adenilato ciclasa a través de protefnas G,
inhibidoras. Ambos parecen inhibir la secrecién de catecolaminas en respuesta a la Ach
(Sakurai et al., 1983), aunque parecc haberse demostrado que los receptores «; no estdn
presentes en fa médula adrenal de todas las especies animales (Molderings et al., 1993). Los
reccptores B (B,,B, y B3), que actian a través de protelna G,, aclivando la adenilato ciclasa
y produciendo un incremento en los niveles intracelulares de AMPc, tienen un efecto
estimulante sobre la secrecidn de CAs (Greenberg & Zinder, 1982). Por dltimo, la
imidazolina, que es un agonista de los receptores o adrenérgicos, parece tener sitios de unién

espectficos, lamados IBS, sudivididos en I, e [,-IBS (Molderings et al., 1993).

Regceplores de dopaming

La dopamina es un intermediario en la sfntesis de adrenalina y noradrenalina, que puede
ser secretado conjuntamente con estas otras CAs. Los receptores de dopamina de las células
cromafines pueden ser lambién estimulados por la dopamina del plasma circulante. Las
células cromafines parecen poseer receptores de dopamina Iy, que actian incrementando los
niveles de AMPe, produciendo la activacion de las corrientes de Ca** facililadoras. Se cree
que este incremento de la corrienle de Ca** podrfa tener una importancia fisiolégica en la
estimulacién de la secrecién rdpida de CAs en respucsta al peligro o al estrés (Artalejo et al.,
1990). Los receptores D, también parccen estar acoplados a PLC, activando PKC (Mahan
et al., 1950). El otro tipo de receptor dopaminérgico, D, no parece estar presente en las

células cromafines (Bigornia ct al., 1988).
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Receptores de neuropéptidos

La célula cromafin contiene péptidos opioides, encefalinas y dinorfina, que se liberan al
mismo tiempo que las catecolaminas, cuando las células son estimuladas. Con agonistas
especificos de los diversos receptores opiodes marcados radioactivamente con [FH], se ha
observado que existen sitios de unién tipo p con PH]dihidromorfina, & con
[*H][o-Ala*-p-Leu®]-encefalina, x con [*H]-etilquetazocina y o con [*H]-N-alilnormetazocina
(Costa et al., 1983). Sin embargo no se descarta que en las celulas cromafines existan unos
receptores opioides inusuales que reconozcan s6lo unos pocos de los diferentes péptidos que
se encuentran en estas células (Marley et al., 1986). Estos receptores opioides especificos
podrian modular la secrecién estimulada por los receptores nicotfnicos. Parece ser que
encefalinas, dinorfina y B-endorfina (Marley et al., 1986) y ligandos especfficos para los
diferentes receptores (Paul et al,, 1993) inhiben la secrecidn estimulada por nicotina, en
tanto que no tienen ningin efecto sobre la secrecién basal. El nervio espldcnico que inerva
la médula suprarrenal contiene también cantidades apreciables de sustancia P, que parece
tener una accién a nivel de los mecanismos de secrecién por actuar a nivel del canal de sodio
acoplado al receptor nicotfnico, impidiendo la despolarizacién de la membrana producida por

Ach ; aunque también parecen proteger de la desensibilizacidn a este receptor (Livett, 1984).

Receptores purinérgicos

La adenosina y sus andlogos son sustancias que pueden actuar como neuromoduladores
en las células cromafines. El propio ATP, que se libera en el proceso exocitdtico y se
degrada extracelularmente por ectonucleotidasas para formar adenosina (Miras-Portugal et

al., 1990), puede por sf mismo modular la secrecién de CAs, Los receptores purinérgicos
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han sido subdivididos en P, sensibles a adenosina y AMP y P,, sensibles a ADP y ATP, Los
P,, que a su vez se dividen en P,y y Pyy difieren en las células cromafines de los encontrados
en otros tejidos, ya que no sélo no inhiben la adenilato ciclasa, sino que son capaces de
estimular pequefios aumentos de AMPc a concentraciones de ATP de 100 uM o menores
(Alisup et al., 1990). Resultados recientes de Castro y col. (1994) muestran que los
receptores P, de las células cromafines son diferentes a los subtipos cldsicos Py y P,y y estdn
exclusivamente acoplados al influjo de Ca**, La activacién de estos receptores inhibe la
secrecién evocada por Ach, efecto observado para el ATP, ADP, la adenosina y los
polifosfatos de diadenosina, AP,A (Castro et al., 1990). Los polifosfatos de adenosina, que
parecen actuar a nivel de receptores Pyy de la membrana plasmdtica (Pintor et al,, 1991), se
sabe que se coalmacenan en los grénulos cromafines y se liberan por estimulacién nerviosa

{Pintor et al., 1992),

Receptores serotoninérgicos

La serotonina fue detectada en médula adrenal por ensayos fluorimétricos (Snyder et al.,
1965). Células inmunoreactivas a la serotonina se hayan difusamente distribuidas en toda la
médula adrenal en tres tipos celulares, uno de los cuales es la célula cromafin (Ferndndez-
Vivero et al., 1993). Esta amina no se sintetiza en la médula, sino que es captada de la
circulacién, por medio de un mecanismo de recaptacién selectivo. Esta serotonina, que se
co-libera junto con las CAs , podrfa tener un papel en la esteroidogénesis de mamiferos.
Debido a que las CAs son liberadas masivamente bajo condiciones de estrés, es concebible
que la serotonina participe en la estimulacidn de la produccién de corticosteroides producida

bajo estas condiciones (Delaure et al., 1988).
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Receptores histaminéreicos

La histamina es un secretagogo bien caracterizado en la células cromafines bovinas (Plevin
& Boarder, 1988), La activacién de sus receptores H,; y H, produce un incremento en los
niveles de AMPc, parece ser que por activacién de la adenilato ciclasa por acoplamiento a
protefnas Gs. La contribucién méds importante es debida al receptor H;, que incrementa la
secrecién de CAs de manera dependiente de calcio, mientras que la respuesta mediada por
el receptor H, no se afecta por el calcio extracelular. El receptor Hj no tiene nin gun efecto
sobre la secrecidn ni sélo ni en combinacién con la estimulacién de los receptores H, ¢ H,
(Marley et al., 1991). No obstante, la secrecidén inducida por la histamina es mucho menor

que la producida por la nicotina (Pender & Burgoyne, 1992).

3. El dcido y-aminobutirico (GABA)
3.1. Generalidades.

Ciertas evidencias anatémicas y  fisiolégicas sugieren que los aminodcidos
neurotransmisores son los que comunican la mayor parte de las respuestas "si-no" o de
excitacidn-inhibicién en el Sistema Nervioso Central (SNC), mientras que otros tipos de
neurolrasmisores actiian como neuromoduladores mds difusos. De los aminodcidos alifaticos
con dos dtomos de carbono, aquellos que poseen un grupo 4cido y uno amino, como el
GABA o la glicina, son inhibitorios; mientras que los que tienen dos grupos dcidos y solo

un a-amino, como el glutamato o el aspartato, son excitatorios. Entre todos ellos, el 4cido
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~-aminobutfrico o GABA ha sido uno de los mds estudiados. Robers y Awapara descubrieron
su presencia en el cerebro en 1950 y actualmente se ha estimado que aproximadamente un

30 % de las sinapsis centrales son GABAérgicas (Sieghart, 1989).

3.2. Metabolismo del GABA

La fuente fundamental de energfa del cerebro, la glucosa, es el principal precursor de
GABA. La sintesis se realiza a través de la enzima 4cido glutdimico descarboxilasa (GAD)
que transforma el 4cido glutdmico en GABA. Este es posteriormente degradado por la
GABA-transaminasa (GABA-T) a semialdehido succinico, el cual pasa a dcido succinico por

accién de la semaldehfdo succinico deshidrogenasa (SSADH) (esquema 9).

~NH 40

HOOC-CH-CH,.-CH 2 _ _ _
2 2 N COOR HOOC CH2 CH2 C\COOH -
~cetoglutarato
Glutamato GABA-T o~cetog
GAD
o
D
' &
- - - HOOC-CH,.—CH,,-CHO @
HOOC—CH2 CH2 CH2 NH2 5 5 9
GABA Semialdehido 3
succinico o
lSSADH o

HOOC-CHE—CHQ—-COOH

Acido succinico ——

Esquema 9, Sfntesis y degradacién del GABA. GABA-T: GABA transaminasa, GAD: deido glutdmico

descarboxilasa, SSADH: semialdehfdo succinico deshidrogenasa.
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La GAD tiene un peso molecular de 85 KDa y requiere piridoxal fosfato como cofactor.
Su Km es del orden de mM para el glutamato y para el piridoxal fosfato, lo cual indica que
la enzima estd plenamente saturada por su sustrato y su cofactor en condiciones fisioldgicas,
dadas las elevadas concentraciones en que se encuentran en la célula, Esta enzima se
encuentra fundamentalmente en neuronas GABAérgicas en el S.N.C. Se sintetiza en el

pericarion neural desde donde es rdpidamente transpotada a las terminaciones nerviosas.

Como la sintesis de GABA en el S.N. depende de la actividad de 1a GAD, la regulacidn
de esta enzima estd fntimamente ligada a los mecanismos inhibitorios de S,N.C. Ya que la
enzima es dependiente del piridoxal fosfato (PLP), esta molécula juega un papel muy
importante en la regulacién de su actividad. Parece ser que la enzima existe en dos formas,
una que es dependiente de la concentracién de PLP libre en el medio y por tanto es inhibida
por compuestos que atrapan PLP o se unen a la enzima en el mismo sitio que el PLP, y la
otra forma que liga levemente PLP y por tanto es independiente de la concentracién de PLP
en el medio {esquema 10), Ambas formas presentan las siguientes caracterfsticas:

a) sus Km para el glutamato son idénticas.

b) la GAD independiente de PLP posee PLP ligado a la enzima (GAD-PLP) el cual no
puede ser desplazado por andlogos del PLP ni por didlisis.

¢} la relacién entre las dos formas enzimdticas (GAD/GAD-P) es 2.8, lo que significa que
entre el 25-30 % de la GAD corresponde a la forma GAD-PLP y entre el 70-75 % a la
enzima libre (forma GAD).

d) las dos formas de la enzima son independientes y no pueden ser interconvertibles.

e) la GAD dependiente de PLP parece seguir una cinética aleatoria con respecto a la unién

de PLP y sustrato.
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Esquema 10. Regulacién de la actividad de la GAD en el S.N.C, Las dos formas de la GAD no
interconvertibles estdn separadas (GAD y GAD-PLP). La forma GAD-PLP, independiente de piridoxal fosfato
{(PLP) se encuentra solubilizada en el citoplasma, pudiendo sintetizar GABA en el mismo. Este GABA puede

liberarse al espacio sindpticc al producirse una despolarizacién de la membrana y aumentarse el caleio

intracelular. La sfntesis de PLP depende fundamentalmente de la actividad de la piridoxal kinasa (PK), una

enzima localizada en el sinaptoplasma que se cree que estd regulada por 70", La fosforilacién del piridoxal

(PAL) por esta PK requiere ATP como donador de grupos fosfato (Hertz et al., 1983).
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De los estudios llevados a cabo i vivo e in vitro se llegd a la conclusidn de que la
regulacién de la GAD podrfa efectuarse como se indica en el esquema 10. La enzima PLP
dependiente (GAD) estd fundamentalmente unida a la membrana del sinaptosoma mediante
fuerzas electrostdticas que involucran la alta concentracién de K* intracelular y/o el Ca?*.
Como esta GAD no es soluble el GABA producido por su accién catalftica no puede
almacenarse en vesfculas sino que se libera inmediatamente (liberacién ténica). Por lo tanto
]a inhibicién de esta GAD darfa lugar a convulsiones como consecuencia de la disminucuidn
de GABA en la regién sindptica. La GAD se ha encontrado en células cromafines (Miler et
al., 1978), donde presenta caracterfsticas similares a la enzima del cerebro en lo que respecta

sus requerimientos de PLP y su Km para el glutamato (Ferndndez-Ramil et al,, 1982).

La GABA-T es la enzima clave en el metabolismo del GABA. Esta enzima no es
altamente especifica y se puede encontrar en células que no sean GABAérgicas. La funcién
de la GABA-T es la de mantener una cierta concentracién de GABA en la regi6n sindptica.
La regulacién de la enzima puede ser endégena o exdgena. La regulacién endégena estd
ligada a su mecanismo cinético denominado de "ping-pong", es decir, que la enzima puede
oscilar entre dos estados relativamente estables, el unido a PLP y el unido a la piridoxamina
fosfato. La regulacion exdgena se consigue con agentes externos, por lo que fdrmacos que
inhiban la GABA-T pueden utilizarse en el tratamiento de enfermedades que causan
convulsiones o en estados de ansiedad, dolor, problemas circulatorios o asociados a la
regulacién del apetito. La GABA-T tiene un peso molecular de 109 KDa, su Km para el
GABA es de 1.1 mM, La disponibilidad de! a-cetoglutarato (o-KG) tiene importancia en la
degradacién del GABA, y ello es particularmente cierto cuando la respiracién cesa. Al

depender el ciclo tricarboxilico del metabolismo aerdbice, los niveles de o-KG declinan
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durante la anoxia, con lo cual €l GABA no puede ser metabolizado, aunque sf continiia
siendo sintetizado, ya que la GAD es una enzima anaerébica, Por ello hay un rdpido
incremento de los niveles de GABA en cerebro post-mortem, acompafiado de una rdpida

bajada del contenido de glutamato (McGeer & McGeer, 1989).

3.3. Rutas GABAérgicas

3.3.1. En el Sistema Nervioso Central (SNC)

La localizacién de rutas especificas GABAérgicas en el SNC, resulta extremadamente
diffcil dada la gran hetereogeneidad neural que presentan incluso las regiones mds pequeiias
del cerebro. Por ello, la mayorfa de los datos cenocidos actualmente a este respecto se han
obtenide mediante localizacién de su enzima de sfntesis, la GAD, en las distintas regiones
cerebrales por técnicas inmunohistoquimicas con anticuerpos anti-GAD. Los principales

lugares donde el GABA realiza funciones como neurotransmisor inhibidor post-sindptico son

las siguientes (Laurent, 1983):

Cerebelo: Interneuronas de células en cesta y células de Golgi, que son aferentes hacia las

células de Purkinje (eferentes). La funcién de estas vfas es la de controlar el movimiento y

el equilibrio.

Corteza cerebral: Interneuronas de células en cesta, c€lulas en candelabro y células
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peptidérgicas. Su misidn se relaciona con la integracién sensorial y motora. Son las neuronas
afectadas en la epilepsia,

Sistema Hfmblco: El GABA es el mediador de la inhibicidn local de las células en cesta
del hipocampo que se proyectan sobre las neuronas piramidales. También existen neuronas
GABAérgicas en la amigdala y Nicleo Accumbens. Su funcidn se relaciona con la
transmisién de las emociones, la ansiedad y el estrés,

Ganglios basales: Interneuronas estrio-nigrales y estrfo-palidales. Controlan vias
dopaminérgicas nigro-estriatales y su funcién es el control del movimiento y las gstercotipias.

Tronco encefdlico: Células del tectum, sustancia gris del periacueducto (PAG) vy
formacidn reticular, Estas vias tienen un importante papel en la mediacién de sedacidn y
estados de hipnosis y alerta, asl como en la relajacidn muscular,

Médula espinal: Interneuronas responsables de los potenciales post-sindplicos inhibitorios
lentos (IPSP) en las astas dorsales de 1a médula espinal. Intervienen en la relajacion muscular

y la analgesia.

3.3.2. Presencia de GABA en el Sistema Nervioso Per{férico (SNP)

Las primeras afirmaciones sobre la funcién del GABA vinicamente como transmisor del
SNC han sido descartadas por diversos descubrimientos . Las primeras evidencias fueron
dadas por Jessen y col. (1979) por estudios bioqufinicos y ensayos de autorradiograffa. El
GABA aclda a nivel periférico, realizando funciones neurotransmisoras, modulando sistemas

endo y exoctinos, realizando acciones (réficas y morfogenéticas (como uno de los factores
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neurotréficos implicados en la regulacidn del desarrollo neuronal), y otras funciones

putativas, como la proliferacién de las células del timo o modulacién de la respuesta inmune

(Erd6 & Bowery, 1986).

Se conocen procesos de sintesis, almacenamiento y transporte de GABA (Erdé & Wolff,
1990} en:

Neuronas del S.N. Simpdtico (ganglios simpdticos y ganglios cervicales superiores),
neuronas del S.N. Parasimpdtico (estructuras del sistema nervioso gastrointestinal y vejiga
urinaria), y también en otros tipos de neuronas periféricas (fibras nerviosas de la gldndula
tiroides).

Células endocrinas, como células cromafines adrenales, pinealocitos, células B
pancredticas o células endocrinas de la pituitaria,

Células exocrinas, como las del pincreas y estémago, oviducto, higado, rifiones o la piel,

Otros tipos de células, como espermatozoides o c€lulas sangufneas,

3.5. Receptores de GABA: clasificacion y mecanismos de accion

Durante los dltimos afios, se ha puesto de manifiesto, tanto en el SNC como en tejidos del
SNP, la existencia de dos poblaciones de receptores para el GABA, que son farmacoldgica
y funcionalmente diferentes, el denominado GABA,, por ser el primero en descubrirse, y el

denominado GABA,, descubierto mds recientemente (Bowery, 1983),
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3.5.1. Receptores GABA

3.5.1.1, Caracteristicas farmacoldgicas

Los receptores GABA, se caracterizan farmacoldgicamente por ser sensibles al
antagonismo competitivo por bicuculina, un alcaloide natural obtenido de la Amanita
biculens. Los agonistas GABAérgicos cldsicos son el muscimol (un compuesto isoxazélico
aislado de la Amanita muscaria, la isoguvacina o el dcido 3-amino propanosulfénico (3APS)

(Krogsgaard-Lorsen et al., 1983), etc,

Ademds de la bicuculina, otros compuestos como la picrotoxina (PTX) (White et al., 1985)
y derivados tipo piridacinil-GABA (Desarmenien et al., 1987), son antagonistas selectivos
del receptor GABAa, actuando a nivel del propio canal de Cl que forma este receptor,

impidiendo su apertura.

Es conocido que ademds del sitio de unién de GABA, el receptor GABAx presenta sitios
de unién alostéricos para otros agentes. Uno de estos sitios es el que reconoce
benzodiazepinas (BZ) ansioliticas e hipndticas (Guidotti et al., 1978) y B-carbolinas
(ansiogénicas) (Skerit et al.,, 1983). Otros sitios alostéricos estdn implicados en el
reconocimiento de convulsivantes como la PTX, la bicuculina y el butil bicilo fosforotionato
(TBPS) (Olsen et al., 1981; Akaike & Oomura, 1984; White et al., 1985), barbitiricos
(anticonvulsivante) (Olsen & Snowan, 1982), algunos anestésicos, como la alfaxalona o el
propofol, esteroides y algunos antihelminticos, como la avermectina o insecticidas

(Sieghart, 1992) (esquema 12). Estas sustancias interaccionan de manera no competitiva con
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el PH]-GABA (Matsumoto, 1989). Todas ellas producen, al menos una parte de sus efectos
farmacoldgicos, por su interaccién con los receptores GABA, (Sieghart, 1992), aunque se
ha descrito un receptor dnicamente sensible a benzodiazepinas, llamado receptor BZ de tipo
periférico o PBR (Canat et al., 1993) e incluso se ha clonado un receptor BZ mitocondrial
(Casalotti et al., 1992). Sus mecanismos de accién serdn ampliamente comentados en el

apartado V (Discusién), ya que su estudio es objeto de esta Tesis Doctoral.

Si se acepta el receptor formado por dos subunidades o y dos B, hay alrededor de
veintiséis cargas positivas localizadas hacia el exterior (Barnard et al., 1987). Existen
numerosas evidencias para afirmar una influencia positiva de aniones permeabilizantes en la
unién de ligandos alostéricos especificos. De hecho, en este receptor se conocen al menos

dos sitios de unién para aniones (Bormann, 1988).

3.5.1.2. Estructura molecular del receptor GABA,

La estructura del receptor GABA, ha sido objeto de un intenso estudio, debido a la
variedad de sitios de uni6n para drogas farmacolégicamente ttiles (esquema 12). El complejo
molecular del receptor GABA, fue purificado de corteza cerebral bovina (Sigel, 1983; Sigel,
1984), y clonado {(Schofield et al., 1987). Los primeros estudios indicaban la existencia de
dos subunidades: o y 8. La subunidad o, de peso molecular 53 KDa y la § de 57 KDa, con
estequiometrfa a8, (Casalotti et al., 1986) (esquema 11). Usando anticuerpos monoclonales
para las diferentes subunidades se observé que la subunidad o tenfa afinidad por el

flunitrazepam , en tanto que la f la tenfa por el muscimol (Matsumoto et al., 1989). Por otro
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lado, el grupo de Matsumoto (1989) describié la existencia de dos sitios de unién del GABA
a su receptor GABA,; uno de alta afinidad, reconocido por [*H}-muscimol, y otro de baja
afinidad reconocido por [*H]-bicuculina + tiocianato, asociado al sitio de reconocimiento de
benzodiazepinas, relacién funcional que es mds marcada durante el periodo perinatal (Gruen

et al., 1990).

El grupo de Levitan y col. (1988) aisld el ¢cDNA del receptor, dando a conocer la
existencia de tres tipos de subunidades o, Las secuencias de aminodcidos de estas nuevas
subunidades presentaban un 70-80 % de homologfa con la previamente caracterizada
subunidad & (Schofield et al,, 1987), pero sélo un 34 % de homologfa con la subunidad 8.
Si se inyectaban los RNAm correspondientes a las cadenas o y B del receptor en ovocitos de
Xenopus, no se observaba ninguna modulacién de la actividad del receptor por las
benzodiazepinas (Levitan et al., 1988), ni sitios de uni6n para estas moléculas, por lo que
se suponfa que las subunidades o y 8 no eran suficientes para la reconstitucion del receptor
GABA-benzodiazepinas o bien que se requerfan modificaciones post-traduccionales. La
primera posibilidad fue confirmada por el grupo de Peter Seeburg (Pritchett et al,, 1989) que
clond en cerebro otra subunidad: la subunidad «, con un 40 % de homologfa con respecto
a las o y B. De las diferentes combinaciones de estas subunidades surgirfan los distintos
receptores de GABA-benzodiazepinas, teniendo cada uno de ellos diferentes propiedades de

unién para las mismas.

Recientes experimentos de clonado molecular han revelado la existencia de al menos seis
subunidades «, cuatro B, tres «y, una 8 y una p. Cada una de estas subunidades presenta una

distribucién regional diferente en €l cerebro (Doble & Martin, 1992) (esquema 12). La
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Cara extracelular

Cara citosdlica

Sitio de fosforilectn
por PHA

A

Esquema 11, Estructura de un receptor GABA,. Se muestran los dominios transmetnbranares para un

receptor hipotético con estequiometrfa 2 undades o2 unidades } como inicialmente se consideraba (Scholfield,
ot al., 1987). Cada subunidad consta de tres regiones, una situada hacia el exterior de la célula, constituyendo
el sitio de unién del ligando, una porcién intermembranar y otra situada hacia el interior celular, en la que
existen diversas secuencias de aminodcidos que son susceptibles de fosforilarse por PKA y PKC y por tirosina
kinasas (Leidenheimer et al., 1991)

funcionalidad completa del receptor requiere al menos una subunidad o, una § y una y. La
homologfa estructural de las subunidades o y B del receptor GABA, con las del receptor
nicotinico de acetilcolina (Schofield et al., 1987), sugiere que ambos podrfan tener una
composicidn similar, Ya que un receptor completo estd formado muy probablemete por cinco
subunidades rodeando al canal de CI', formando una estructura pseudosimétrica (Nayeem et
al., 1994), si tenemos en cuenta la variedad de subunidades que existen, se pueden formar
en torno a 500 combinaciones distintas, es decir, unos 500 receptores diferentes. Sin

embargo, se sabe que sélo unos cuantos son los mds probables (Burt & Kamatchi, 1991
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GABA
Penzodiazepinas
Barbituratos
Esteroides
hvernectina
Ro 54684
znll'
Picrotoxina-1Bps
Etanol
Propofol
v Clormetiazol
C' - p-carbolinas
SUBUNIDAD POLIPEPTIDG (KDa)  AMINOACIDOS — PROPIEDADES
o 51-60-48.8 428 BZ1 -0.1$2/3Y2~ Cerebelo.
o2 53-55-48 423 BZ2 - Hiporampo.

a o3 57-50-59-52 465 BZ2-Cortex. Menos conservado
o4 85-84 521 ®4B2Y2- Talamo. 2 PKA,1PKC
os 54-55-48.4 433 BZ2~ 3 sitios PKC
a6 57 434 aBP2Y2-Cerebelo 2 PKC,1 PKA
B‘l 57-51.4 449 Mayor afinidad GABA que 32

B ﬁQ 56-52 450 mRNA mas abundente que (33
B3 57-52 448
Bd Por splicing alternativo
Y1 430 Resp. BZ atipica, tyr-kinasa.
Y2S 428

’Y yaL 49.8-43-49 436 Resp.BZ tipica, Etanol, Tyr-kinasa
'Y3 Distribucidn¥ 2. Menas abundante

6 3 433 Sitios ajta afinidad BZ y GABA
o3 458

p Retina."GABAC", 3 sitios PKC

p2

Esquema 12, Caracteristicas de las diferentes subunidades que conforman el receptor GABA, en las
distintas regiones del sistema nervioso (principalmente basado en Burt & Kamatchi, 1991). Se indican

diferentes ligandos alostéricos del receptor GABA,.
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Expresando ciertas subunidades sélas (homooligoméricas) o combinadas
(heterooligoméricas) en ovocitos de Xenopus se ha podido observar que algunas propiedades
de estos receptores recombinantes son diferentes. Reflejamos a continuacidn algunas de ellas
(Sieghat, 1992). La coexistencia de subunidades o, B y v, produce un receptor cuyas
corrientes de CI' se inhiben con bicuculina, La modulacién por esteroicdes sélo se ha
observado en receptores con canales homo o heterooligoméricos de la subunidad B,. Canales
formados por las subunidades «, o B, sélas o ambas combinadas, son bloqueados por Zn*,
en tanto que la subunidad ¥, séla o combinada con otras « 6 B son insensibles a este catidn.
Se necesitan al menos dos subunidades, una de las cuales ha de ser v, o -y, para la formacién
de sitios de unién para el Ro 54684. Este compuesto es inefectivo, sin embargo, cuando el

canal lo forma la subunidad o; 0 ;.

Por tltimo, hay que destacar que los receptores GABA, se han subdividido en BZ1 y BZ2
segiin sus caracterfsticas farmacolégicas (Pritchett et al., 1989). Como se expresa en el
esquema 12, se ha observado que los receptores BZ1 estdn formados por la subunidad ¢ y
los BZ2 por las subunidades o, o 6 e, Las afinidades farmacolégicas de estas subunidades

para los ligandos son las siguientes (Liiddens & Wisden, 1991):

Flunitrazepam, diazepam, clonazepam 0l = 06 = 03 =0l
2-oxo-quazepam 0y > 0y =03 = 0ls
Zolpidem o> =03 > > O
Ro 154513 0 == 0 =05
Ro 15 1788 0 =0 =0 =0y
8-CCM y DMCM 0y > 0y =03 > Ul
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Estas subunidades tienen sitios de unién de protefn kinasas, PKA, PKC y tirosina kinasas,
que hacen al receptor susceptible de modulacién (Leidenheimer et al., 1991) (ver apartado

1.2.2.2.1, y esquema 12).

3.5.1.3. Mecanismo de accién

El receptor de GABA, es un receptor ionotrépico, ya que en un tiempo breve (I mseg)
la unén del GABA produce la apertura del canal de CI- que forma el receptor. El influjo de
CI' del medio extracelular hiperpolariza la membrana de la célula postsindptica, ejerciendo
una accién inhibidora postsindptica. Existe cooperatividad en 1a unién de GABA a su receptor
ya que los nimeros de Hill para el GABA estdn préximos a 2 (Bormann & Claphan, 1985;
Akaike et al., 1985) ). Ello hace pensar que el receptor GABA,, tiene al menos dos sitios de
unién para el GABA y que ambos sitios deben cooperar para que se abra el canal de CI', El
aumento de la permeabilidad al CI" inducido por GABA es s6lo transitorio y decae tras pocos
segundos de exposicién al agonista, Esto ha sido atribufdo a la desensibilizacién del receptor

GABA, (Akaike & Oomura, 1984; Borman & Claphan, 1985; Harris & Allan, 1985).

El mecanismo de accién propuesto para los moduladores de este receptor €s el siguiente:
las benzodiazepinas estimulan la accién del GABA por aumentar la frecuencia de apertura
del canal de CI, los barbituratos y esteroides prolongan el estado abierto de los canales. Los
antagonistas bloquean o reducen la conductancia al cloro: la bicuculina disminuye la
conductancia por competir con el GABA. por los sitios de unién, mientras que la picrotoxina

actia directamente sobre el canal de CI', cerrdndolo (Sieghart, 1992),
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3.5.1.4. Funciones de los receptores GABA,

El GABA, parece ser el responsable de los cldsicos potenciales de accidn inhibitorios
postsindpticos. En el apartado 3.3.1. ya comentamos la funcién del GABA en las distintas

vias GABAérgicas.

A través de su receptor GABA,, el GABA parece tener un importante papel en el
comportamiento y en las enfermedades neuroafectivas y neurodegenerativas como el
parkinson, donde existe una pérdida importante de GAD y receptores de GABA en la
sustancia nigra, en un intento de compensar las deficiencias dopaminérgicas. La pérdida de
neuronas GABAérgicas desencadena en unos casos una hiperactividad de los sistemas
dopaminérgicos, como en el corea de Huntington donde hay una pérdida importante de
neuronas GABAérgicas en el estriado y la sustancia nigra, y en otros casos desencadena
desérdenes afectivos, como la esquizofrenia o la demencia de Alzheimer (Matsumoto, 1989),
Diversos estudios han mostrado que deficiencias en el sistema GABAérgico central producen
los mismos efectos que la epilepsia, la cual estd asociada a una descarga neuronal excesiva,
lo que desemboca en convulsiones. Por ello, la modulacién alostérica del receptor GABA,
por barbituratos y benzodiazepinas en el SNC es particularmente til en casos de epilepsia
y/o ansiedad. Los receptores GABA, también parecen estar relacionados con el apetito, ya

que su estimulacién produce una inhibicién de 1a saciedad (Matsumoto, 1589).

En el SNP, aumentan la actividad contrdctil del intestino, disminuyen la motilidad de la

vejiga urinaria y controlan la secrecién de diversas hormonas, como la somatostatina

(Sorenson et al., 1991), prolactina o CAs (Bowery, 1992).
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3.5.2. Receptores GABA,

3.5.2. 1. Caracterfsticas farmacoldgicas

La otra subpeblacién de receptores de GABA fue descubierta posteriormente y denominada
GABA,. Lstos receptores se caracterizan por ser resistentes a bicuculina y tener muy baja
o nula afinidad por conocidos agonistas del receptor GABA,; sin embargo tienen una elevada
afinidad por el p-cloro-fenil derivado del GABA, el baclofén (Bowery, 1980). Una de las
dificultacles que ofrece el estudio de este receptor es, precisamente, la escasa farmacologfa
disponible. Bl andlogo estructural del GABA, p-cloro-fenil-GABA o baclofén usado desde
durante aitos como miorrelajante en anestesia, resulld ser un agonista selectivo del receptor
GABA,. La introduccidn de un heterodtomo en el grupo carboxilo de esta molécula ha dado
lugar a la obiencidn de anlagonistas especffices, como el faclofén, saclofén, o
2-hidroxi-saclofén (esquema 13). Los laboratorios CIBA-GEIGY, que trabajan activamente
en la obtencidn de moléeulas selectivas, han obtenido agonistas especfficos mds potentes que
el conocido baclofén, como cs el CGP 27.492, también llamado dcido 3-amino propil
fosffnico, 3-APPA o simplemente APPA, Su correspondiente dietoximetil derivado, el CGP
35.348 ¢s un anlagonista que muestra in vitro una potencia diez veces superior a l1a del
faclofén (Kerr et al., 1988). Los receptores GABA, se han considerado como de tipo
presindptico o postsindptico segdn su sensiblidad farmacoldgica al faclofén (Duttar & Nicoll,

1988), aunque esta relacidn no parece cumplirse en algunos casos.

La unién del GABA a los sitios de GABA,; requiere la presencia de cationes divalentes

como Ca** o Mg**, v se incrementa mediante pretratamiento de las membranas con Lritdn
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Esquema 13, Principales sgonisias y antagonistas de Jos receptores GABA,. Las afinidades se han calenlado

por ensiyos do unidn nl equilibrio (binding) en membranas cercbrales de rata (Bowery, 1993).
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X-100, Sin embargo, la unién es inhibida por guanil nucleétidos dependientes de calcio o
magnesio (McGeer & McGeer, 1989). También es inhibida por Zn?* a concentraciones

superiores a 100 uM (Turgeon & Albin, 1992),

3.5.2.2. Estructurg molecular

El receptor de GABA, adn no ha sido clonado, aunque actualmente tanto el grupo de
Kuriyama en Japén como el de Bowery en Inglaterra, lo estdn purificando partiendo de
tejidos cerebrales, por cromatograffa de afinidad, en columnas de Sefarosa 6 B
epoxi-activadas, a las que se ha ligado baclofén (Ohmori & Kuriyama, 1990). Recientemente
se ha obtenido un anticuerpo moncclonal de 80 KDa que estd siendo de gran ayuda en la
purificacién del receplor GABA, por cromatograffa de inmunoafinidad (Kuriyama et al,
1993), También se ha expresado su RNAm, oblenido de cerebelo de rata, en ovocitos de
Xenopus, estudidndose las acciones que media (Taniyama et al., 1991). Sin embargo, aiin

no se tienen unos datos concretos sobre su estructura molecular,

3.5.2.3. Mecanismo de_accion

El receptor GABA, no parece estar constitufdo por un canal iénico en s{ mismo ni es
modulado por benzodiazepinas ni barbituratos, Por evidencias electrofisioldgicas y
bioqufmicas se ha puesto de manifiesto que estos receptores regulan la conductancia del canal

de calcio y/o el de potasio de membranas neuronales (Hosli et al., 1990), Por ¢jemplo, en
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células piramidales del hipocampo, la activacién del receplor estd asociada a un incremento
de la conductancia al potasio (Andrade et al., 1986) o de la conductancia de potasio
dependiente de calcio (Blaxter et al., 1986; Gahwiler et al., 1985; Inove et al., 1985). La
estimulacién con baclofén de neuronas ganglionares de médula espinal produce una inhibicién

directa de la conductancia de calcio {Dolphin & Scott, 1987 Dunlap & Fischbach, 1978).

Ademds estos receptores parecen estar relacionades con la modulacién de la actividad de
1a adenilato ciclasa (Wojcik & Nell, 1984; Kitamura et al., 1985; Hill, 1985; Xu et al.,
1986), a través de protefnas G inhibidoras (Asano , 1985), Se ha estudiado la selectividad
de los receptores de GABA, para acoplar protefnas G, por la habilidad que presentan varias
protefnas G purificadas para incrementar la unién de GABA a membranas de cerebro bovino
tratadas con N-etil maleinimida (NEM). El acloplamiento de protefnas G a este receptor
parece estar determinado por la subunidad o de estas protefnas, ya que tras la reconstitucién
de los receptores con las protefnas Ge, 0 Goy con varios complejos By se observa un

diferente acoplamiento de los receptores a estas subunidades By (Morishita et al., 1990.

Otros mecanismos implicados en la activacién del receptor GABA; son la activacidn del
metabolismo de fosfolipidos de membrana y la hidrdlisis de fosfatidil inositoles (Bowery,
1989). Parece que los agonistas GABA, inhiben la formacién de IP, efecto que es
antagonizado por faclofén, lo que indica que es una accién especifica de este receptor. La

toxina pertusis es capaz de bloquear el efecto inhibitorio sobre la formacién de IP,,
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3.5.2.4. Funciones de los receptores GABA,

Los receptores de GABA, median la inhibicidn de la liberacidn de neurotrasmisores como
noradrenalina , glutamato, dopamina, serotonina o neuropéptidos al decrecer la entrada de

calcio de las terminaciones nerviosas presindpticas (Stirling et al., 1989).

También se ha sugerido que estos receptores estdn implicados en el mecanismo de accidn
de drogas antidepresivas, con lo que se confirmarfa una relacién entre las teorfas
GABAérgicas y monoaminérgicas de la depresién. En efecto, el nimero de receptores de
GABA, de corleza cercbral se ve reducido durante la depresién. Por ello, podrfa darse la
posibilidad de que los antagonistas especificos tuvieran actividad antidepresiva, ya que si la
aclivacién de los receplores con agonistas suprime la liberacién evocada de aminas, cabrfa
pensar que un antagonista la aumentara (dependiendo de los niveles de agonista endégeno).
De acuerdo con la teorfa amfnica de la depresién, esta situacién serfa muy ventajosa
(Bowery, 1989). Parece existir en la depresidn una relacion de los receptores GABA, con
la funcionalidad del eje pituitaria-hipotdlamo-adrenal (O’Flynn & Dinnan, 1993). Otras
acciones de este receplor a nivel central son las de producir antinociocepcién (Hill et al.,
1981) ¢ hipotension (Chahl & Walker, 1980). El baclofén se usa desde hace algunos arios con

gran éxito en el tratamiento de la espasticidad (Young & Delwaide, 1981).

A nivel periférico, disminuye la peristalsis y la motilidad de l1a vejiga urinaria, estimula
la contraccidn del oviducto y vtero, y disminuye el broncoespasmo anafildctico de los
pulmones (Chapman et al., 1993). También regula la secrecién de hermonas: inhibe la

secrecidn de insulina estimulada por glucosa en células f-pancredticas (Gu et al., 1993) y
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disminuye la liberacién de hormona melano-estimulante (MSH) (Bowery, 1992)

3.6. Sistema GABAérgico en la médula suprarrenal bovina.

El grupo de invesligacién de Gonzédlez y col. demostrd por primera vez la presencia de
GABA y de sus enzimas de sintesis (GAD) y degradacién (GABA-T y SSADH) en

homogenados de médula suprarrenal bovina (Ferndndez-Ramil et al,, 1982; Ferndndez-Ramil

R

METABOLISM

Esquema 14, Mecimisimos GABAdrgicos en la médula adrenal, EL GABA se sintetiza y degrada en la médula
adrenal, se secreta por un mecanismo senigjnnle a una exocitosis y por reversién de su transportador espec(fico.
Tiene sitios de unidn sspec(ficos en Ia membrana, caracterizados farmacolégicamente como los receptores
GABA, y GABA, El GABA cjerce funciones de modulador de la secrecién en estas células. SSADH,
seminldehido succinico deshidrogennsa; GABA-T, GABA transaminasa; GAD, glutdmico descarboxilasa; SSA,

semialdeh(do succlnico; SA, cido succinico; glut, ghutamato; CTC, eiclo cftrico.
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et al., 1983; Gonzdlez et al., 1986). Posteriormente se descubrié por el mismo grupo, la
existencia de un transporte activo de GABA en slices de médula adrenal (Oset-Gasque et al.,
1985) y en células cromafines bovinas (Oset-Gasque & Aunis, 1989), el cual es dependiente
de Na* y estd acoplado al gradiente electro-quimico generado por la ATPasa dependiente de
Na* y K*. Este sistema de transporte tiene dos componentes: uno de alta afinidad y otro de

baja afinidad, con unas Km de 10 y 170 M respectivamente (Oset-Gasque et al., 1989).

Ademds, el GABA puede ser especificamente liberado por la estimulacién de los mismos
secretagogos que liberan CAs, como la nicotina, alto potasio, veratridina o ionéforos de
calcio (Oset-Gasque et al., 1990). Existen dos mecanismos de liberacién: uno dependiente
de Ca’*, semejante a una exocitosis y otro independiente de Ca?* y dependiente de Na™, que
se observa en la secrecién estimulada por veratridina, y que es mediado por reversion del
transportador electrogénico de GABA, ya que se inhibe por bloqueantes de la recaptacidn del
mismo (esquema 14), Recientes estudios indican que este GABA se coalmacena en granulos

que contienen noradrenalina {Oomori et al,, 1993).

Usando técnicas de unidn al equilibrio (binding), este grupo de investigacién demostrd la
existencia de ambos subtipos de receptores de GABA en membranas aisladas de médula
adrenal bovina (Martinez et al., 1987; Castro et al., 1988)(esquema 14). El andlisis de
Scatchard mostrd un comportamiento bifésico, revelando la existencia de dos sitios de union.
Sin embargo, cuando se bloqued la unién a los receptores GABA, o GABAjy con
concentraciones saturantes de muscimo! o baclofén, respectivamente se obtuvo un sdlo
componente en la representacién de Scatchard, lo que condujo a la caracterizacién de dos

sitios de unién para el GABA: un sitio de baja afinidad (Kp= 1391422 nM y Bmax= 0.4
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pmol/mg proteina), correspondiente al receptor GABA, y otro de mds alta afinidad (Kp=
4146 oM y Bmax = 0.35:+0.26 pmol/mg protefna), correspondiente al receptor GABA;.
La representacién correspondiente del comportamiento del receptor GABA,, por bloqueo con
baclofén, mostraba una curvatura convexa, sugiriendo una cooperatividad positiva entre estos
sitios de unién, lo que se confirmé mediante el andlisis de Hill de estos datos, que dié un
valor estimado de n,=1.3+0.06, significativamente diferente a 1. En contraste con otros

tejidos, s6lo se encontraron sitios de baja afinidad para este receptor.

Los mecanismos de accién y las funciones de estos receptores en médula adrenal difieren
ligeramente de los conocidos en tejidos centrales, Resultados de Castro y col. (1989), indican
que el muscimol induce una estimulacién de la secrecién basal de CAs de forma dependiente
de la dosis, efecto que se inhibe por bicuculina. Esta liberacidn debida al receptor GABA,
representa aproximadamente el 70 % de la obtenida por la misma concentracién de nicotina
en la mismas condiciones experimentales. La liberacién de CAs mediada por GABA es
dependiente de calcio extracelular, que entra en las células a través de canales de calcio

dependientes de voltaje tipo L.

La unién de!l GABA a su receplor GABA,, en condiciones basales, da lugar a una
despolarizacién de la célula, efecto que tiene lugar con un incremento en el eflujo de Cl" a
través del canal de Cl asociado al receptor GABA,. Sin embargo, resultados recientes
indican que los agonistas GABAa ejercen un efecto despolarizante (con salida de CIy) o
hiperpolarizante (con entrada de CI°) dependiendo de que el potencial de membrana sea
mayor o menor, respectivamente, que ¢l potencial de equilibrio para el CT’ (estimado en -50

mV (Gonzdlez et al., 1992)). Este mecanismo de accién se traduce en un efecto estimulante
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Esquema 15, Mecanismo de accidn de los receptores GABA, en las células cromafines. Los receptores
GABA, estimulan por sf mismos ln secrecion basal, efecto que puede ser debido a la estimulacién de la
formacién de AMPc por estos receptores. El incremento de AMPc podrfa activar la PKA, que fosforilarfa los
receptores nicotlnicos y GABA,, desensibilizdndalos y disminuyendo el efecto de ambos sobre la secrecidn. m,
receplor colindrgico muscarfnico; n, receptor colinérgico nicotfico; Ach, acetil colina; P, grupos fosfato; pG,

proteina G.
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o inhibidor de estos agonistas sobre la secrecién de CAs mediada por nicotina y KCl,
" dependiendo de que la estimulacién con estos agentes se realice a dosis submdximas o

mdximas, respectivamente,

Los receptores GABA, estimulan la secrecién basal de CAs e inhiben la mediada por
picotina y muscimol (Tesina de M. Parramén, 1991; Oset-Gasque et al., 1993). Ello se
podrfa deber al incremento de AMPc que originan estos receptores, con la consiguiente
elevacion de la PKA, que podrfa fosforilar los receplores nicolfnicos y de GABA,,

desensibilizdndolos o inactivdndolos, y, en definitiva, disminuir su efecto sobre la secrecién

(esquema 15),
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Objetivos

Desde que se demostrd la presencia de GABA en médula adrenal (Ferndndez-Ramil et al.,
1982), se han realizado numerosas e importantes aportaciones sobre la implicacién de este
neurotransmisor en la funcionalidad de las células cromafines, como ya se expuso en el
apartado 1.3.6. En el presente trabajo nos hemos interesado en el estudio de los mecanismos
de accién y caracterfsticas farmacoldgicas y estructurales de los receptores de GABA en
células cromafines de médula adrenal bovina, siendo 1os objetivos principales de este trabajo

los que se especifican a continuacién:
1°9- Estudiar la estructura de los receptores GABA, en la médula adrenal,

2¢_ Estudiar la modulacién farmacolégica del receptor GABA, en las células

cromafines,

39. Conocer ¢l mecanismo molecular por el que el receptor GABAj lleva a cabo su
funcién en la médula adrenal, En este punto se ha estudiado la implicacién de la
activacion del receptor GABA, en la generacién de segundos mensajeros como el

AMPc, el Ca**, el IP; y el GMPc.

4°- Estudiar la participacién de los diferentes segundos mensajeros relacionados con la

accién de los receptores GABA; en la secrecién de CAs en las células cromafines.
59_ Estudiar la accidn reguladora de los receptores GABAy sobre otros receptores

jimplicados en la modulacién de la secrecién de CAs en las células cromafines, como

los colinérgicos nicotinicos y los GABA,.
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Material y Métodos

1. Material

Todos los medios y soluciones fueron preparados con sales de Merck de grado analftico,
en agua desionizada y bidestilada, Los productos qufmicos utilizados se obtuvieron de Sigma
Chemical Co., salvo mencion expresa., La colagenasa de Clostridium histolyticum (EC
3.4.4.19), as{ como el p-cloro-fenil-lio-AMPc (pClpAMPc) y el clorazepato fueron de
Bochringer. El medio DMEM (medio de Eagle modificado por Dulbecco) y el suero fetal
bovino (IFCS) proceden de GIBCO, El arabindsido de citosina, la 8-fluoro-desoxiuridina y
el isoproterenol eran de Aldrich. Los colorantes azul tripdn y rojo neutro eran de Merk, para
microscopfa. El fura-2 AM se obluvo de SIGMA. Los kits para la determinacién de AMPc,
P, y GMPc, y el N-metil-[H])-flunitrazepam, asf como las anti-Ig de conejo ligadas a
biotina, ¢! complejo estreptavidina-peroxidasa ligado a biotina, el sistema de ECL para
inmunotransferencia y el hiperfilm-ECL se obtuvieron de Amershan Internacional. El
baclofén, 3-amino-propilfosfinico y CGP 35.348 fueron donados generosamente por

CIBA-GEIGY.

Los anticuerpos contra las diferentes subunidades del receptor GABAA fueron obtenidos,
caracterizados y purificaclos en sus respectivas columnas de afinidad de Sefarosa 4B (Duggan,
& Stephenson, 1989; Duggan & Stephenson, 1590; Pollard et al., 1993). Las proteinas

estdndares prelefiidas se obtuvieron de Bethesda Research Laboratories.
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2. Métodos

2.1. Cultivo primario de celulas cromafines.

2.1.1. Aislamiento de las células cromafines

Las células cromafines se obtuvieron por digestién de la médula adrenal con colagenasa.
Las gldndulas adrenales bovinas fueron suministradas por el Matadero Municipal de Madrid,
Para el aislamiento de las células cromafines se siguieron los métodos descritos por Role y

Perlman (1980), Bader y col. (1981) y Livett (1984).

Las gléndulas fueron procesadas dentro de la hora siguiente al sacrificio de los animales.
Todas las soluciones empleadas fueron esterilizadas por filtracién a través de filtros
Sterivex-GS (Millipore) de 0.22 pm de poro, y contenfan ademds de los componentes
" mencionados 100 U/ml de penicilina, 100 xg/ml estreptomicina y 40 pg/ml gentamicina.
Todo el material empleado se esterilizé en autoclave a 120° C durante 30 min, Tras la
digestién inicial, todas las operaciones se {levaron a cabo en una campana de flujo laminar.
Las gldndulas, que normalmente son procesadas de 4 en 4, fueron canuladas a través de la
vena adrenal y perfundidas retrégradamente con una solucién salina libre de cationes
divalentes (solucién Locke sin Ca®*) que contiene 154 mM NaCl, 5.6 mM KCl, 3.6 mM

NaHCO,, 5.6 mM glucosa y 5.0 mM HEPES, tamponado a pH 7.4y mantenido a 37° C,
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con ¢l fin de eliminar los restos de sangre y permitir una mejor digestién. Tras este lavado,
se cambid la solucién de perfusion por un medio de digestién que contenfa colagenasa de
Clostridium histolyticum (E.C. 3.4.4.19)al 0.1 % y | mg/ml de albiimina sérica bovina libre
de dcidos grasos al 0.5 %, en fa misma solucién Locke sin Ca**, La digestién se prolongd

durante una hora por perfusion en circuilo cerrado.

Las gldndulas se abrieron por la mitad y el tejido medular digerido se recogid y disgregd
por paso a lravés de una malla de nylon de 190 um de luz. Las células disgregadas se
recogieron por centrifugacién a 150 g durante 5 min, en una centrifuga de bajas revoluciones
Heracus y fueron lavadas tres veces en el medio Locke sin Ca**, Esta suspensién celular
cruda se filtrd a lravés de una malla de nylon de 54 um de luz y se purificd por
sedimentacién en un gradiente de densidad de Percoll (Kilpatrick et al., 1980). Para formar
el gradiente de Percoll, 20 m| de suspensidn celular se mezclaron con 20 ml de Percoll
isoténico y se centrifugaron a 15000 g durante 30 min, La fraccidn correspondiente a las
células cromafines (d=1,05-1.07, Livett, 1984), fue recogida, suspendida en medio DMEM,
suplementado con NaHCO, 22 mM, HEPES 10 mM y dcido ascérbico 250 uM, ademds de
la mezcla de antibidticos usual) y lavada lres veces con este medio. La suspensién final se
diluyd cn el medio DMEM hasta una concentracion de 1x10% 6 5x10* cel./ml segyin su

empleo poslerior,
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2.1.2, Mantenimiento de las células cromafines

2.1.2.1.

La suspension celular purificada se suplementd con un 10 % de suero fetal bovino como
fuente de fibronectina y factores de crecimiento y 100 uM fluoro-desoxiuridina y 100 pM
citosina arabindésido como antimitdticos para evitar la proliferacién de los tipos celulares no
peurales. La concentracién celular se ajusté a 1x10° cel,/mi. Esta suspensién se sembrd en
placas Costar multipocillo, a una densidad de 5% 10° cel./pocillo (10 mm de didmetro). Las
placas s¢ mantuvieron en incubador a 37° C en una aimésfera de 95 % aire y 5% de CO:
saturada de vapor de agua. El medio de cultivo se reemplazé cada 3 dfas. Las placas se

utilizaron entre el 3° y 7% dfa después de la siembra,

2.1.2,2. Células cromafines en suspension en fifo

De forma alternativa al cultivo, las células cromafines se conservaron en suspensidn para
las medidas de calcio y liberacién de CAs en tiempo real, En este caso la suspension en
medio de cultivo no fue sembrada en placas sino que se conservé a 4° C en nevera como
describen Greenberg y Zinder (1982). Previamente a su utilizacidn, las células fueron lavadas
dos veces con medio fresco @ incubadas 1 hora a 37° C, La integridad, pureza y nimero de
células de cada lote fueron ensayados rutinariamente por el método de exclusion de azul
tripdn e incorporacién de rojo neutro para comprobar la viabilidad y la pureza de la

preparacién, métodos que describiremos mds adelante.
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Las células fueron empleadas entre el 1° y 3° dfa después de su obtencidn, Sdlo se
emplearon células con una viabilidad superior al 90 % y una pureza mayor del 80 %. Como
prueba adicional, las células fueron sembradas en placas después de tres dfas conservadas en
fifo. Estas células se mostraron capaces de adherirse a las placas y sobrevivir, mostrando el
mismo aspecto al microscopio que los cultivos sembrados el dfa de la obtencién de las

células,

2.2. Medida de la liberacién de CAs.
2.2.1. En células en cultivo

Para estudiar la secrecidn acumulada durante tiempos de minutos se empled la técnica de
incubacidn estdlica de las células cromafines en cultivo primario con el secretagogo a ensayar
afiadido al medio sobrenadante. El medio de cultivo de las células fue sustitufdo por 0.5 ml
de un medio Krebs-Hepes (Locke normal), que contiene 140 mM NaCl, 4.4 mM KCl, 2.5
mM CaCl,, 1.2 mM MgSQ,, 1.2 mM KH,PO,, 4.0 mM NaHCQ;, 5.55 mM glucosa, 10,0
mM HEPES, tamponado a pH 7.5. Las células se lavaron dos veces durante 10 minutos con
este medio. Para determinar la secrecién, las células se incubaron durante 10 min., a 37°C,
con 0.25 m! de Locke (secrecién basal) ¢ 0.25 ml de solucidn del secretagogo a ensayar

disuelto en Locke.

Tras este periodo se recogié el medio y las células se lisaron en 200 pl de HCIO, 0.1 M.

La cantidad de CAs existentes en el lisado celular y en el sobrenadante de las incubaciones
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celulares se determing por inyeccién de los mismos en el sistema de perfusién acoplado a un
detector electrogufmico de CAs y registro de los picos producidos, en un sistema semejante

al descrito por Green y Perlman (1981),

La muestra tomada en pulsos de 50 ul, a través de un inyector de bucle Rheodyne 7010,
pasa al detector electrogufmico (Metrohm, modelo VA 641), realizdndose la cuantificacién
por oxidacidn de las CAs sobre un dnodo de grafite (glassy carbon), lo que genera una
corriente medible y proporcional a la concentracidn de CAs de Ja muestra. El voltaje de
polarizacién fue ajustado a +500 mV para evitar interferencias y cambios en la corriente de
soporte transportada por K* y HyO", mediante un electrodo de referencia Ag/AgCl y un
electrodo auxiliar de Au. La sefial de oxidacién electrogufmica se siguid en un registrador

de papel (LKB modelo 2210).

La sefial se calibré por inyeccidn de soluciones de noradrenalina de concentracién conocida
(0.5-5 uM). La posible contribucién a la sefial por oxidacién de los compuestos usados como
secretagogos se descarté en cada caso por ensayo directo <e una disolucién de la sustancia
en cuestidn, La secrecién se estimé coma porcentaje de CAs liberadas al medio respecto al
contenido total (sobrenadante y precipitado). Los resultados se expresaron relativos a la

secrecién basal en ausencia de estimulacidn,
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2.2.2. En células en suspension (monitorizacién continua de la

secrecion)

La secrecién de CAs a partir de un lecho de células cromafines en suspensién fue
monitorizada en tiempo real en un sistema de perfusién contfnua acoplado a un detector
electroquimico. El sistema es semejante al descrito por Green & Perlman (1981), Las células
cromafines fueron depositadas formando un lecho en un filtro Millex-GS (Millipore Co) de
0,22 uM de poro y 25 mm de didmetro, que sirve como cdmara de perfusidn. Esta cdmara
fue perfundida constantemente a un ritmo de 2 m!/min, mediante una bomba peristéitica
(Buchner) de baja pulsacién, con el medio Locke normal, mantenido a 37° C. El voliimen
medio de la cdmara de perfusidn era de 20947 ul, con lo que el tiempo de semilavado de

la cAmara resultd ser del orden de 2 s (Tesis Doctoral de Enrique Castro, 1990},

La secrecién de CAs en el lecho de células fue estimulada mediante secretagogos enviados
ala cdmara en pulsos de 50 ul a través del inyector de bucle Rheodyne 7010, Las CAs se

midieron y calibraron segin se indica en el apartado 111.2.2.1.

2.3. Medida de los niveles intracelulares de AMPec.

Los niveles de AMPc en las células cromafines mantenidas en cuitivo y estimuladas con
diversos agentes se determinaron por radioinmunoensaye, empleando el juego de reactivos

suministrados por Amersham.
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El medio de cultivo de las placas multipocillo (5x10° cel/pocillo) fue reemplazado por
medio Locke normal, realizando varios lavados con este medio, Para realizar el ensayo se
retiré el medio y se afiadieron 0.25 ml de Locke con el efector correspondiente. Las células
se incubaron a 37° C durante 10 min, Al cabo del mismo se retiré el sobrenadante y se
rompieron y dispersaron las células con 200 ul de dcido perclérico 0.1 M como
anteriormente. Estas muestras fueron neutralizadas con KOH | M, centrifugadas y empleadas
directamente en el radioinmunoensayo. El radioinmunoensayo fue llevado a cabo en cdmara
frfa, a 4°C. Cada tubo contenfa 25 nCi [8-*H]AMPc (aproximadamente 25 Ci/nmol), protefna
de unién (protefna kinasa A purificada de misculo), 4 mM EDTA, 50 mM tampdn Tris-HCI

(pH 7.5), y 0-16 pmol AMPc standard en un voldmen final de 200 pl

Los tubos se incubaron dos horas a 4° C y el exceso de nucledtido libre se eliminé por
adsorcién sobre carbén activo (150 pl) y centrifugacién durante 5 min en una centrifuga
Eppendorf. Se tomaron dos alfcuotas de cada sobrenadante para determinar su radioactividad
como anteriormente. La cantidad de AMPc en cada muestra se estimé por interpolacidn del
cociente Co/Cx correspondiente a cada muestra en la curva patrén obtenida al representar
el cociente Co/Cx para cada estdndar con respecto a las diferentes concentraciones de AMPc
frio, donde:

Co= cpm totales- cpm blanco

Cx= cpm estdndar o muestra- cpm blanco,

El ensayo fue muy reproducible y los resultados se expresaron directamente en pmol/ 10

células,
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2.4. Medida de los niveles intracelulares de IP,

Los niveles de 1P, se determinaron por radicinmunoensayo, empleando el juego de
reactivos suministrado por Amersham. Las células fueron lavadas , estimuladas, lisadas y
neutralizadas como se describe en el apartado II1,2.3, para la medida de niveles de AMPc.
El radioinmunoensayo fue llevado a cdmara frfa, a 4° C durante 15 min, Los tubos contenfan
la muestra a ensayar, Tris 0.1 M que contenfa EDTA 4mM y 4 mg/ml de albimina sérica
bovina, H,0,[*H}IP, (aprox. 100 Ci/nmol) y la protefna de unién, hasta un voliimen final de
200 ul. Para la curva patrén de IP, se usé un patrén de D-mioinositol 1,4,5-trifosfato,
mezclado con las sustancias anteriores excepto los S0 ul de H,O. Los tubos fueron
centrifugados, excepto el que darfa el n® de cpm totales, que no contenia protefna de unién
y sirvié para comprobar la integridad del test. Se decantd el sobrenadante y el pellet se
resuspendié en H,O. La radioactividad se midid por espectrofotometria de centelleo liquido

en un contador de centelleo (LKB 1209 RACKBETA).

La cantidad de TP, en cada muestra se calculé por interpolacion del porcentaje B/Bo para
cada muestra en la curva patrén obtenida al representar el log de la concentracion de IP; (en

pmol/tubo) frente al % B/Bo para los diferentes estdndares calculado segun la ecuacidn:

% __B epm estdndar o problema -_¢pm no especffico , 100
Bo cpm blanco - cpm no especifico

|

Bo: cpm ligadas del estdndar o blanco
B: cpm ligadas de cada punto, patrén o problema

El ensayo fue muy reproducible y los resultados se expresaron en pmol/ 10% cel.
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2.5. Medida de los niveles intracelulares de GMPc

Los niveles de GMPc se determinaron por radioinmunoensayo, empleando el juego de
reactivos suministrado por Amersham. Las células fueron lavadas , estimuladas, lisadas y
neutralizadas como se describe en ¢l apartado 111.2.3., para la medida de niveles de AMPc,
El radioinmunoensayo fue llevado a cdmara frfa, a 4° C durante 30 min. Los tubos contenfan
la muestra a ensayar, tampén Tris/EDTA (pH=7.5), un antisuero especifico para GMPc y
[8°H]GMPc (aproximadamente 20 Ci/nmol), hasta un voltdmen final de 200 ul. Para la curva
patrén se usé un GMPc estdndar a una concentracién entre 0.5 y 8 pmol/tubo, Tras los 90
min. de incubacién se afiadié 1 ml de (NH,),SO, frio, se agité en vortex y se centrifugd
durante 5 min. Se decanté el sobrenadante v se afiadié 1.1 ml de agua destilada a cada tubo,
agitdndose convenientemente, La radioactividad correspondiente a 1 ml de esta mezcla se

midié por espectrofotometrfa de centelleo liquido.

Los cdleulos fueron idénticos a los realizados en el caso del AMPe. El ensayo fue muy

reproducible y los resultados se expresaron en pmol/10° cel.
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2.6. Medida de Ca®* intracelular.

Se emples la téenica de monitorizacién contfnua de la fluorescencia del indicador fura-2
(Tsien, 1988). Este compuesto liga Ca** especfficamente y al hacerlo aumenta su
fluorescencia al mismo tiempo que el espectro de excitacidn se desplaza hacia el UV,

cambiando el mdximo de aproximadamente 380 nm hasta unos 340 nm (Tsien, 1988),

Las células cromafines en suspensién se centrifugaron 5 min a 150 g y se resuspendieron
a 1x 10 cel./ml en medio Locke normal. Se adiciond fura-2 acetoximetil ester (fura-2 AM)
disuelto en dimetilsulféxido (DMSO) para obtener una concentracion final 5 pM y se
incubaron las células en un bafio con agitacién a 37° C. El compuesto esterificado es
liposoluble y atraviesa facilmente la membrana plasmdtica. Una vez dentro de las células se
hidroliza por esterasas inespecificas formando el fura-2 activo, que es relativamente
impermeable, Una vez cargadas con el fura, las células se centrifugaron y se lavaron dos
veces con medio Locke normal. Finalmente 1x10° células se resuspendieron en 1 ml de
Locke y se dispusieron en una cubeta de cuarzo de 10 mm de paso Gptico en ambas

perpendiculares.

La fluorescencia celular debida al complejo fura-Ca* se siguic en un espectrofluorimetro
perkin-Elmer LS-50 dotade con sistema de agitacién continva y termostatizacién a 37° C,
La fluorescencia fue excitada alternativamente a 340 y 380 nm y lefda a 510 nm. Las rendijas
de excitacién y emisién se fijaron a 2.5 y 10 nm respectivamente. En el haz de emisidn se
intercald un filtro de paso alto de 430 nm para cortar la intensidad luminosa debida a

dispersién. Los datos fueron digitalizados cada 1.6 s y exportados a un ordendor Epson AX2

86



Material y Métodos

acoplado en lfnea donde se procedié a calcular la razén de fluorescencia r=Fao/Fas0 en

tiempo real.

Se registré el nivel basal de Ca** durante 1 min y se procedié a afiadir a la cubeta el
compuesto a ensayar (solucién stock 100-200 veces concentrada para minimizar la dilucién
~ en la cubeta). Para calibrar la sefial de fluorescencia se rompieron las células con tritén X-
100 al 0.1 % a fin de saturar el fura-2 con el Ca?* extracelular, obteniendo ia sefial mdxima
(Rmax), y posteriormente se adiciond EGTA 7.5 mM en un medio alcalinizado con Tris
(pH=8.3) para quelar el Ca?*, obteniendo la sefial minima (Rmin). La concentracién de Ca**

se calculd mediante la férmula (Grynkiewicz et al., 1983):

R - Rmin Fmin 380
[Ca’*]1= Kdx X
Rmax - R Fmax 380

donde Fmin y Fmax representan la fluorescencia minima y méxima respectivamente a 380

nm. La constante de disociacién (K;) para €l complejo Ca**/fura es 224 nm.

2.7. Medida del potencial de membrana

Las células lavadas como en el caso de la medida de Ca** intracelular se suspendieron en
Locke normal a una concentracidn de 10° células/ml, 1 ml de esta suspensién se dispuso en

una cubeta de cuarzo (de 10 mm de paso dptico en ambas perpendiculares) y se afiadid la
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sonda. fluorescente bisoxonol (DiBac,(3)) 0.2-2 uM. Se dejé esta mezcla durante 5-10 min
hasta registrar una sefial constante. Esta molécula es un anidn lipofilico cuya distribucién a
través de la membrana plasmética depende del potencial de membrana. En el interior celular
el bisoxonol se une a moléculas hidrofébicas dando lugar a una sefial de fluorescencia, Asf,
un incremento de la fluorescencia, como consecuencia de una mayor entrada de colorante
anidnico al interior celular, indica que la membrana se ha despolarizado. La fluorescencia
se midié a una longitud de onda de exitacién de 540 nm y de emisién de 565 nm en un
espectrofluorfmetro Perkin-Elmer LS-50 con agitacidn contfnua y termostatizado a 37° C.

Los datos se expresaron como incrementos de fluorescencia en unidades arbitrarias.

2.8. Preparacién de las membranas de médula adrenal y corteza
cerebral y purificaion del receptor GABA ,/BZ por
cromatografia de afinidad.

I_as membranas de médula adrenal y corteza cerebral bovinas fueron preparadas segn el

método descrito por Stephenson et al. (1982). Detallamos, a continuacidn el proceso seguido.

2.8.1. Preparacién de las membranas

Todo este proceso se realizé a 0-4° C. Se tomaron 40 g de médula y se cortaron y
homeogenizaron en HEPES 10 mM (pH=7.5), EDTA 1 mM, sacarosa 300 mM, ditiotreitol

0.5 mM, clorhidrato de benzamidina 1 mM, fluoruro de fenil metil sulfonilo (PMSF) 0.3
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mM, en un volumen final 10 veces el peso del tejido (400 ml). El homogenado se centrifugd
a 1.000xg durante 12 minutos y el sobrenadante obtenido se centrifugd a 27,.000xg durante
35 min. El pellet se resuspendié usando un homogeneizador de vidrio-teflén en 200-300 ml
del mismo medio, pero sin sacarosa ni PMSFE. Tras la centrifugacién a 27.000xg durante 30
min. el pellet se resuspendié en este 1iltimo medio hasta un volumen aproximado de 40 ml,

quedando una concentracién final de protefnas de aproximadamente 12-16 mg prot./ml.

2.8.2. Solubilizacion del receptor

Para la solubilizacién del receptor se afiadieron 100 ml de un medio que contenfa HEPES
10 mM (pH=7.4), EDTA 1 mM, clorhidrato de benzamidina 1 mM, azida sédica al 0.02
% (w/v), e inhibidores de tripsina sorbean y ovomucoide, a una concentracién de 1
mg/100m!, Esta suspensién se centrifugd a 27.000xg durante 30 min. El pellet se resuspendid
en homogeneizador de vidrio-teflén en un volimen tal que se tuvieran aproximadamente 10
mg prot./m] (aproximadamente 90 ml). Se agit6 la suspensién con agitador magnético y se
afiadireron 10 mg de bacitracina y PMSF 0.3 mM, se dej6 en agitacién unos minutos y se
afiadié KCI 150 mM y 2.5 ml de desoxicolato sédico al 20 % (0.5 % de concentracién final).
Se dejé en agitacién 10 min. y se centrifugd 75 min. a 100.000xg. El sobrenadante as
obtenido contiene el receptor GABA, solubilizado. Mediante este procedimiento se ha
observado que al menos el 90 % de los sitios de unién de benzodiazepinas estdn
solubilizados. Se tomd una fraccion de 1 ml para ensayo posterior (soluble) y el resto se

pasé a través de una fibra de vidrio, para dispenerlo a pasar por las columnas de afinidad.
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2.8.3. Purificacion del receptor GABA

2.8.3.1. Purificacion por cromatograffa de afinidad de BZ

El primer método de purificacién utilizado fue la cromatograffa de afinidad a través de una
columna que contenfa como ligando la benzodiazepina Ro 1986/1, como se indica en el
esquema 16. La columna se prepard para la purificacién por lavado con tres medios

consecutives, 3 horas cada uno, a un flujo de 80 ml/h:

1) HEPES 5 mM, NaCl 0.5 M, EDTA 0.5 mM y Tritén X-100 al 2 % (viv), pH=17.5)

2) Acido acético glacial 50 mM, urea 6 M, Tritén X-100 al 1 % (vlv), pH=3.5)

3) HEPES 5 mM, KC10.15 M, EDTA 0.1 mM, Tritén X-1000,1 % (v/v) y azida sédica
al 0.02 % (w/v), pH= 7.4,

Ademds se prelavé también con la solucién de desplazamiento para asegurar que no habia

una posible contaminacién con tejido cerebral de una anterior purificacién.

La solucién que contenfa el receplor solubilizado se pasé varias veces a una velocidad de
flujo de 60 m1/h por la columna durante 2 h, al cabo de las cuales se tomd una alicuota de
1 ml {filtrado) para comprobar que el receptor habfa quedado retenido convenientemente.
Posteriormente la columna se lavé durante toda la noche a un flujo de 40 ml/h con 600 ml
de una solucién que contenfa fosfato potdsico 10 mM (pH=7.4), KCl 50 mM, acetato
magnésico 2 mM, EGTA 0.1 mM, sacarosa 10 % (w/v), Tritén X-100 0.2 % (wiv) y

finalmente con 50 ml de una solucién que contenfa fosfato potdsico 20 mM (pH=7.4),
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acetato magnésico 2 mM, sacarosa al 10 % (w/v) y tritén X-100al 0.2 % (w/v). El receptor
fijado en esta columna se eluyd especificamente a una velocidad de flujo de 20 mi/h con
fosfato potdsico (pH=7.4), acetato magnésico 2 mM, sacarosa al 10 % (w/v), Tritén X-100
al 0.2 % (w/v), clorazepato 10 mM, recogiéndose 12 fracciones de 5 ml, que fueron

ensayadas posteriormente por unién al equilibrio (binding) de BZ y por inmunodeteccion.

del

RO7-1986/1 receptor
agarosa Benzodiazepinas

Eluclén con
clorazepato

Benzodiazeplnas
GABMazep

Cromatografia
@e/ de Intercambio
ibnico

Complejo del
Benzodlazepinas
GABAA

Esquema 16. Purificacién del receptor GABA/BZ. El receptor es retenido en la columna de agarosa que lleva

unida la benzodiazepina Ro7-1986/1. Posteriormente es desplazado por la benzodiazepina hidrosoluble

clorazepato. Tras una cromatograffa de intercambio iénico, el receptor queda limpio del exceso de clorazepato

y preparado para la experimentacién (Stephenson & Bamnard, 1936).
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Para eliminar el exceso del ligando eluyente se realizé una cromatografia de intercambio
idnico (Sigel et al, 1983) (esquema 16). Las 12 fracciones anteriormente recogidas se
juntaron y se ajustd el pH a 6.5 con fosfato potdsico 100 mM. Se pasaron a una velocidad
de 40 ml/h a través de una columna DEAE-Sephacel (1x1.9 cm,), pre-equilibrada con fosfato
potdsico 20 mM, pH=6.5, acetato magnésico 2 mM, azida sédica al 0.02 % (w/v), Tritén
X-100al 0.2 % (v/v). Después del lavado con este mismo medio durante 2 horas, el receptor
se eluyé a 10 ml/h con KCI 0.8 M en este medio, Se recogieron 7 fracciones de 1 ml, que

fueron ensayadas posteriormente por unidn de BZ e inmunodeteccién,

2.8.3.2. Purificacidén por cromatografia de inmunogfinidad con

anticuerpos anti-et;

El segundo método de purificacidn fue por cromatograffa de immunoafinidad a través de
una columna que llevaba unido el anticuerpo de oveja contra la subunidad a, (413-429) del
receptor de GABA,. Se mezclaron 35 ml del receptor solubilizado preparado segin lo
anteriormente descrito, 31 ml de tampén de lavado (sacarosa al 10 %, KC1 0.5 mM, EGTA
1 mM, acetato magnésico 2mM , Tritén X-100 al 0.2 %, azida sddica al 0.02 %, fosfato
potdsico 10 mM, pH=7.4) y 4 ml de KCl 3.5 M (0.5 M de concentracién final) se
mezclaron y se pasaron durante toda la noche en recirculacién a través de la columna pre-
tratada con el tampén de elucién a 10 ml/h. Se cogid una alfcuota (filtrado) para comprobar
que el receptor habfa quedado convenientemente retenido en la columna y se lavd ésta con
el mismo tampén de lavado a 25 ml/h durante 2 h. Bl receptor se eluyé con el tampén de

elucién (dietilamina 50 mM, pH=11.5, KC1 0.5 M, EGTA 1 mM, acetato magnésico 2 mM,

92



Material y Métodos

sacarosa al 10 % (p/v), azida sddica 0.02 % y Tritén X-100 al 0.2 %) a 5 ml/h,
recogiéndose 8 fracciones de 1 ml sobre tubos que tenfan 200 ul de glicina I M. Las

fracciones se ensayaron posteriormente,

La ausencia de contaminacidén con restos de receptor de corteza cerebral bovina se
confirmé por el procesamiento de las fracciones de prelavado de todas las columnas por las

técnicas de unidn al equilibrio e inmunotransferencia.

Las membranas purificadas de corteza cerebral bovina se usaron como controles de los
experimentos con médula adrenal, Para los ensayos con la subunidad v se usaron membranas

de cerebelo como control, Unica estructura donde esta subunidad estd presente.

2.9. Ensayos de unién al equilibrio de FH]flunitrazepam a

membranas de médula adrenal

Los ensayos de unién al equilibrio de H]flunitrazepam a membranas de médula adrenal
se realizaron por el método de la polietilenimina descrito por Duggan y Stephenson (1988).
Las membranas preparadas segtin el apartado II1.2.8.1, fueron diluidas a una concentracion
de 1 mg prot./m! en un tampdn que contenia fosfato potdsico 20 mM, EDTA 0.1l mM y
Tritén X-100 al 0.1 % (p/v). 160 pl de esta solucién se incubaron con 20 pl de
PH]flunitrazepam (85 Ci/mmol) a distintas concentraciones y 20 pl de flunitrazepam frfo (en

una concentracién final de 100 uM) para el cdlculo del binding no espectfico, o bien 20 ul
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de agua para el cdlculo del binding total, ambos en duplicado. Tras una incubacién de 1 h
a 0° C, las muestras se filtraron por filtros Whatman GF/C de fibra de vidrio tratadas con
polietilenimina y lavadas 3 veces con 4 ml de una solucién de fosfato potdsico 20 mM a
pH=7.4, con EDTA 0.1 mM. Finalmente se secaron y se cuantificaron en un contador de
centelleo. La medida del binding especifico se obtuvo por la diferencia entre el binding total

y el no especifico obtenido por desplazamiento con flunitrazepam frfo 100 uM.

2.10. Inmunodeteccion del receptor GABA, de médula adrenal

bovina

Tras la electroforesis de las protefnas en gel de poliacrilamida al 10 % en condiciones
desnaturalizantes (con dodecilsulato sdico (SDS) al 0.4 %} , las protefnas fueron transferidas
a una membrana de nitrocelulosa. Esta membrana fue lavada en un medio tris salino, TBS
(Tris-HCI 50 mM y NaCl al 0.9 % (p/v), pH =7.4} que contenfa leche en polvo desnatada
al 5 % (p/v) , Tween 20 al 0.2 % (v/v) durante 1 h e incubada sucesivamente con el
anticuerpo a ensayar (anticuerpo primario) (tabla 4) a una concentracién de 5 ug/ml y el
correspondiente anticuerpo con la antiinmunoglobulina de conejo (anti-rabbit-HRP} unida a
peroxidasa de rdbano (1:500) (anticuerpo secundario), ambos disueltos en una solucién TBS
con leche en polvo desnatada al 2.5 % (p/v) y durante 1 h, Entre ambos tratamientos, las
membranas fueron lavadas tres veces en periodos de 10 min. con TBS que contenfa leche en
polvo desnatada al 2.5 % (p/v), Tween al 0.2 % (v/v) en Tris-HCl 50 mM y NaCl al 0.9

% (p/v), pH=7.4. Finalmente se realizaron dos lavados con TBS sélo.
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| SUBUNIDAD SECUENCIA POSICION
413-429 C-term
414-424 C-term
454-467 C-term
o4 7-10 N-term
o5 1-16 N-term
ab 1-15 cys N-term
Bl 1-14 cys N-term
B2/3 Monocl.{bd17}
#3 379-393 C-term
v2 1-15 cys N-term
" 8 1-11 N-term

Tabla 4, Anticuerpos usados en los ensayos de caracterizacién del receptor GABA, en la médula adrenal

bovina. Estos anticuerpos fueron obtenidos y caracterizados seguin Stephenson y col, (1982 y 1990).
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1 a reaccién ant{geno-anticuerpo se visualizé por quimioluminiscencia (ECL). Se mezclaron

5 ml de los dos reactivos suministrados en el kit de Amersham que constituyen la emulsion
fotografica y se dispuso la membrana tratada con los anticuerpos sobre la mezcla durante 1
min. El revelado se realizd en un cassette de autoradiograffa con un tiempo de exposicion
que varié desde 1 seg hasta varias horas, dependiendo de la sefial registrada en las primeras
pruebas. En general, los resultados presentados en este trabajo no superaron los 5 min de
exposicién. Para demostrar la especificidad de la reaccién inmune, el anticuerpo a ensayar
se incubd 12 horas a 4° C con el correspondiente fragmento del péptido usado en la
inmunizacién del animal (conejo u oveja), afiadiéndose la mezcla en el paso en el que se
afiadirfa el anticuerpo sSlo, Este tratamiento impedfa la visualizacion de la mancha

caracteristica de cada anticuerpo.

2.11. Metodos estadisticos y expresion de los resultados

Los resultados presentados en este trabajo corresponden a un minimo de tres experimentos
realizados en triplicado o en duplicado y obtenidos sobre al menos dos lotes distintos de
células. Los valores indicados en el texto o presentados en las gréficas representan la media
+ S.B.M. de la muestra de los valores experimentales obtenidos. Allf donde se realizé una
extensa transformacién de los datos actuales para obtener los pardmetros significativos
presentados, se estimé la S.E.M. probable de la distribucién transformada a partir de un

desarrollo en serie de Taylor de la transformacién empleada (Tesis Doctoral de Enrique

Castro, 1990).
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Los ajustes de las curvas concentracin-respuesta para obtener los valores de las ECso (o
ICs0) se realizaron bien mediante el programa estadfstico PCS (Pharmacological Computer
System ) o bien una rutina de ajuste por ordenador mediante regresién no lineal ponderada

por minimos cuadrados (programa ECFIT disefiado por Enrique Castro),

Las comparaciones entre grupos de medias frente a los controles definidos o entre sf se
realizaron por medio de una prueba t de Student. El andlisis de correlacién se llevé a cabo
mediante el programa de ordenador Fig P, obteniéndose la significacidn estadfstica (c4leulo
del coeficiente de correlacidn lineal de Peerson y de t(n-2)) mediante las tablas de valores

criticos de t de Fisher y Yates.

El an4lisis de Scatchard se realizé con el programa LIGAND., El cdlculo de la K| se realizd
por la ecuacién de Cheng y Prusoff (K;= ICs/(1+[L)/Kp).
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Resultados

1. Receptores GABA

Puesto que el estudio de la funcién de los receptores GABA, en la modulacién de la
secrecidn de CAs por las células cromafines, asf como el mecanismo de accién molecular
habfan sido estudiados con anterioridad en la Tesis Doctoral del Dr, Enrique Castro (1990},
en la presente Tesis nos hemos centrado en el estudio de la modulacién farmacolégica de

estos receptores, asf como en el andlisis de la estructura molecular de los mismos.

1.1. Modulacién farmacoligica de los receptores GABA, en

células cromafines bovinas

1.1.1. Efecto de agonistas GABA, sobre la secrecion basal de CAs:

curva dosis-respuesta.

La estimulacion de las células cromafines durante 10 min con muscimol, principal agonista
de los receptores GABA,, produjo una elevacién de la secrecién de CAs de forma
dependiente de la dosis. El efecto mdximo se alcanzé a dosis entre 10 uM y 100 pM y fue
de aproximadamente 2.5 veces la secrecién basal de CAs {(9.7£0.3 % de secrecidn de CAs

tespecto al contenido celular total). La ECy, para este efecto fue de 2.940.4 pM (figura 1),
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Figura 1. Curva dosis-respuesta del efecto del agonista GABA , muscimol sobre Ia secrecidn basal de CAs.
L.as células se incubaron con las dosis indicadas de agonista y se midié la secrecidn de CAs como se indica en
Material y Métodos. Los resultados estdn expresados como porcentaje de secrecion con respecto al contenido
celular total de CAs, a los que se restd el dato de secrecién basal (4.111£0.23%). Los datos representan la
media +3.E.M. de 6 experimentos realizados en duplicado {n=12).

1.1.2. Efecto de farmacos moduladores del receptor GABA, sobre la

secrecion basal de CAs

En este trabajo se incluyd el estudio de farmacos de distintos grupos terapéuticos conocidos
por su actividad moduladora de la actividad de los receptores GABA, en €l cerebro, Estos
fueron los siguientes:

- benzodiazepinas agonistas (flunitrazepam y diazepam) y antagonistas (Ro 15-1788 G etil-
8-F1-5,6,dihidro-5-metil-6-oxo-4H-imidazol(1,52) (1,4) benzodiazepina-3-carboxilato)
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y el agonista del receptor BZ periférico Ro 5-4684 & 7-Cl-1,3,dihidro-1-metil-5-(p-
clorofenil}-2H-1,4,-bezodiazepina-2-ona).

- B-carbolinas: B-CCE (8-carbolina 3-carboxilato), B-CCM (metil éster de 3-CCE) y
B-CCP (propil éster de 8-CCE)

- barbitdricos: pentobarbital

- esteroides: dexametasona (9o-Fl-16-metil-prednisolona, prednisolona: pregnan-1,4-
dieno-3,20-diona), pregnanolona (58-pregnan-3-0l-20-ona), THDOC (Sa-pregnan-
3e,21-diol-20-ona), 3a-OH-DHP (Sa-pregnan-3a-ol-20-ona), alfaxalona (Se-pregnan-
3w-0l-11,20-diona) y pregnenolona (5-pregnen-33-0l-20-ona),

Como se aprecia en la tabla 1, ninguno de estos firmacos, ensayados a las dosis indicadas
tuvo un efecto significativo sobre la secrecién basal de CAs, con excepcidn de las B-

carbolinas a muy bajas concentraciones (tabla 1).

Tabla 1. Efectos de los diferentes fiirmacos que modulan el receptor de GABA, en el cerebro sobre la
secrecidn basal de CAs en las células cromafines, La actividad de estos firmacos se ensayé incubando las
células, crecidas en multipocillo con los mismos a las dosis indicadas, y midiendo la secrecién como se indica
en Material y Métodos. Los datos se presentan como razén con respecto a la secrecidn obtenida con Locke
(control=4.11+0.23 % del contenido celular total de CAs).

A BENZODIAZEPINAS
Flunitrazepam Diazepam
concentracibn  CAs {razén sobre C) concentracin  CAs (razén sobre C)
I nM 0.864:0.05 ns 10 nM 1.0240.07 ns
10 nM 0.9440.04 ns 100 nM 1.064£0,10 ns
50 nM (0.91+0.02 ns 1 xM 0,93 +0.06 ns
100 nM 0.961+0.09 ns 10 uM 1.OB4+0.11 ns
1 uM 1.0740.10 ns 100 uM 1L134£0.14 ns
10 uM 0.944:0.06 ns
50 uM 1.1440.05 ns
100 uM 1.01+0.05 ns
Ro 15-1788 Ro 5-4684
concentracién  CAs {razén sobre C) concentracién CAs {razdn sobre C)
100 nM (0.944:0.10 ns 100 nM 1,0040.10 ns
1uM 1.16£0.15 ns 1 uM 1.054+0.10 ns
10 uM 1.13+£0.01 ns 10 oM 0.954+0.05 ns
100 oM 0.9440.06 ns 100 M 1.1240.10 ns
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Resultados

concentracion  CAs {razdn sobre C)
-CCE 3-CCM B-CCP

1 nM 1.4040.14 ** 15T £0,40 ok 1,84-40,11 o

10 nM 1.06+0.06 ns 1.0240.10 ns 1.2740.1 *

50 nM 0.96+0,21 ns 1.01+0.10 ns 1.0940,05 ns

100 nM 1.04 40,07 ns 1.04+0.03 ns 1,024+0.20 ns

1 pM 0.96+0.11 ns 0.941+0.10 ns 1.06 £0.01 ns

10 uM 1.014£0.05 ns 1.04+0.07 ns 1.04+0.05 ns

100 M 0.88+0.01 ns 0.88+0,04 ns 1.094+0.07 ns
C) BARBITURICOS (pentobarbital)

concentracion CAs (razén sobre C)

10 nM 1.18+0.15 ns

i00 nM 1.06+0.15 ns

1 uM 0.9440.15 ns

10 uM 1.10+0.01 ns

100 pM 1.0040.15 ns
D} ESTEROIDES
conc CAs (razdn sobre C)

Dexametasong Pregnanolona THDOC 30-OH-DHT  Alfaxalona Pregnenolona
InM  0.89+0.09ns 0.98+0.26ns 0.87+0.0lns 0.914£0.10ns 1,08+£0.08ns 1.240.03 ns
10nM 1.1540.07ns 0.99+0.02ns 1.16+0.12ns 1.,11+£0.11ns 0.9740.16ns  1.2+0.06 ns
100nM 1.05+0.0lns 1.0840.14ns 0.85+0.14ns 1,08£0.10ns 0.90+0.09ns 1.0£0.05 ns
1uM  L1440.05ns 1.114002ns 1.1240.06 ns 1.2040.14 ns  1.,2040,20ns  0.940.04 ns
10pM 1.0040.06ns 0.9840,20ns 1.05£0.08 ns 1.09+0.16 ns  0.96+0.10ns 1.1%0.13 ns
100 pM 0.98+4£0.26 ns 1.15+0.07ns  1,1440.18 ns  1.2010.12ns  0.96+0.1 ns 1.0+0.08 ns

1.1.3. Efecto de farmacos moduladores sobre la secrecion de CAs
mediada por agonistas GABA,

1.1.3.1. Modulacidn-por benzodiazepinas

Las benzodiazepinas (BZ) son conocidos moduladores alostéricos del receptor GABA,, del

cerebro, cuyo mecanismo de accién consiste en aumentar la frecuencia de apertura del canal

de CI' que forma este receptor (Sieghart, 1992). En nuestro estudio, hemos ensayado las BZ

flunitrazepam y diazepam, por ser las que modulan mds potentemente las respuestas del

receptor GABA , en el cerebro. El estudio se ha hecho realizando un pretratamiento con estas
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sustancias para asegurar su mdxima union a los receptores y un posterior tratamiento con la

mezcla correspondiente BZ+muscimol.

El flunitrazepam a una concentracién de 10 nM potencié el efecto secretor del muscimol.
El efecto méximo se alcanzé a una concentracién de muscimol de 100 nM y fue de un 70
% superior al efecto del muscimol. A concentraciones supericres, el efecto potenciador fue
menor, aunque siempre significativamente superior a la secrecién de CAs inducida por las
diferentes concentraciones de muscimol (figura 2A). En las mismas condiciones, una mayor
dosis de flunitrazepam, 100 uM, no produjo un efecto potenciador significativamente mayor;
sin embargo, esta concenfracidn causd una inhibicién significativa (aproximadamente un 25
%) de la secrecidn inducida por concentraciones de muscimol superiores a 10 uM (figura

2A).

Para comprobar el efecto inhibitorio del flunitrazepam sobre el efecto secretor de altas
concentraciones de muscimol, realizamos la estimulacién con un rango de concentraciones
de flunitrazepam a una dosis fija y alta de muscimol (100 uM). En estas condiciones
observamos que conforme iba incrementdndose la concentracién de flunitrazepam, se
producia un efecto inhibitorio mayor sobre la secrecién inducida por muscimol, que llegd
hasta el 40 % de inhibicién a concentraciones de 100 uM de flunitrazepam (figura 24,

inserto).

El diazepam también potencié el efecto secretor del muscimol, aunque con menos eficacia
que el flunitrazepam. Diazepam 10 uM tuvo un efecto potenciador méximo a concentraciones
entre 0.1 y 1 uM de muscimol, que fue de un 30 %, efecto que fue mayor en el caso de
estimular las células con diazepam 100 uM (un 50 %). Al igual que el flunitrazepam, el
diazepam produjo un efecto inhibidor de la secrecién de CAs inducida por altas
concentraciones de muscimol (a partir de 10 M), pero, en este caso, el efecto inhibidor fue

més acusado (aproximadamente un 60 % de inhibicién a la concentracién de 250 uM de

diazepam) (figura 2B).
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Figura 2. Modulacién del efecto secretor de agonistas GABA, por benzodiazepinas en las células
cromaflines bovinas. Las células cromafines bovinas se prelrataron durante 15 minutos con la benzodiazepina
(BZ) flunitrazepam (A) o diazepam (B) y posteriormente con la mezcla de muscimol y BZ a las concentraciones
indicadas en la gréfica. La secrecidn se midié como se especifica en Material y Métodos. Los datos se
representan como porcentaje de efecto sobre el del muscimol a cada concentracién y en cada experimento. Para
establecer la comparacién se sugiere tomar como referencia la figura 1. En el inserto de la figura A se
representa el efecto de concentraciones crecientes de flunitrazepam sobre el de una dosis fija de muscimol, Las
significaciones estadfsticas se refieren al efecto del muscimol sélo en cada punto. ns, no significativo; ¥ p<0.1;

*% n<0.01; % p<0.005; n=8 (test t de Student).

103



Resultados

Para estudiar la especificidad de ambas acciones moduladoras de las benzodiazepinas,
potenciadoras ¢ inhibidoras de la secrecién mediada por muscimol, ensayamos el efecto del
flunitrazepam en presencia de un antagonista BZ central, el Ro 15-1788 ¢ Ro 1788, como
es también conocido en la literatura cientifica. Como se aprecia en la figura 3, la
potenciacién del efecto del flunitrazepam 10 nM sobre la accidn de diferentes concentraciones
de muscimol, fue prevenida por la adicién de Ro 1788 10 uM a cualquier dosis de muscimol
ensayada entre 10 nM y 100 yM. También observamos la reversién del efecto con aquella
dosis a la que el flunitrazepam tiene un efecto inhibitorio sobre la secrecién inducida por el

muscimol (muscimol 100 uM + flunitrazepam 10 uM) (figura 4A).

D muscimol

) muscimol + flu 10 nM
B muscimol + flu 10nM + Ro1788 10 uM

%% 4%

14

*hHk
12

t

10

8 * %%

CAs (X contenido celular total)

S

1 uM 10 uM 100 pM

10 nM

(muscimol}

Figura 3. Efecto del Ro 15 1788 sobre la modulacién del efecto secretor de agonistas GABA, por
flunitrazepam en las células cromafines bovinas, Las células se pretrataron 15 minutos con flunitrazepam o
con la mezcla de flunitrazepam y su antagonista espec{fico Ro 15 1788 y posteriormente se realiz6 el tratamiento
conjunto de estas sustancias y el agonista GABA, muscimol para comprobar la reversidn de los efectos
potenciadores del flunitrazepam por su antagonista. Se midid la secrecién como se indica en Material y Mélodos
y se expresaron los datos como porcentaje de secrecién con respecto al contenido de CAs totales. El valor del
control fue 4.11:+0.23 % de CAs respecto del contenido celular tolal, La significacidn estadfstica compara el
efecto de las distintas mezclas con el del museimol séle, cuya secrecién fue significativa en todos les puntos.
ns no significativo; * p<0.01; *** p<0,005; n=4 (test t de Student),
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Otra BZ ensayada fue el Ro 5-4684, que a dosis inferiores bajas del orden de nM se sabe
que actiia como agonista del receptor BZ periférico y a dosis de pM puede interaccionar con
el receptor GABA, en un sitio diferente al de unién de GABA o BZ, inhibiendo Ia accidn
del GABA sobre los flujos de Cl" (Sieghart et al., 1992). En contraste con el efecto del Ro
1788, esta sustancia no fue capaz de revertir la inhibicién causada por flunitrazepam 100 nM
o flunitrazepam 10 uM sobre muscimol 100 pM a ninguna de las dosis ensayadas (100 nM,
1 pM o 10 M) (figura 4B).

1.1.3.2. Modulacion por f-carbolinas

Las B-carbolinas son unas sustancias convulsivantes que se consideran "agonistas inversos”
del receptor GABA,, (Stephenson, 1991). En células cromafines a una concentracidn fija de
B-CCE 10 M, se ensay6 un rango de concentraciones de muscimol entre 10 nM y 100 uM,
observando un pico de inhibicién del efecto a concentraciones de muscimol 1 uM, con una
posterior reversién hacia la de 100 uM (figura SA). A esta concentracién 1 uM de muscimol
se ensayé un rango de concentraciones de diferentes B-carbolinas entre 1 nM y 100 uM
observando que todas ellas inhibfan el efecto secretor del muscimol 1 pM en orden de
potencia: 3-CCE > B-CCP > B-CCM (figura 5B).
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Figura 4. Efecto del Ro 15 1788 y Ro 5 4864 sobre la modulacién del efecto secretor de agonistas GABA,
por flunitrazepam en las células cromafines bovinas. Las células se pretrataron 15 minutos con flunitrazepam
o con la mezcla de flunitrazepam y Ro 15 1788 6 Ro 5 4864, y posteriormenle se realizé el tratamiento conjunto
de estas sustancias y el agonista GABA, muscimol, Se midié la secrecién como se indica en Material y Métodos
y se expresaron los datos como porcentaje de secrecién con respecto al contenido de CAs totales. La secrecidn
basal fue 4.11 +0.23 % respecto al contenido celular total de CAs, La significacién estadfstica compara el efecto
de las distintas mezclas con el efecto del muscimol s6lo, cuya secrecién fue significativa, ns no significativo;

* p<0,01; ** p<0.005; n=4 (test t de Student).
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Figura 5. Modulacién del efecto secretor de agonistas GABA, por B-carbolinas en células cromafines
bovinas, Las células se pretrataron durante 15 minutos con la etil B-carbolina 3-carboxilato (A-CCE) y
posteriormente con la mezcla de B-CCE y muscimol & las concentraciones indicadas en la grdfica (A) o
muscimol 1 uM y las B-carbolinas §-CCE, B-CCM (metil éster de B-CCE) y §-~CCP a distintas concentraciones
(B). La secrecién se midid como se especifica en Material y Métodos, Los datos se expresaron como porcentaje
de efecto sobre el del muscimol a cada concentracién y se representa la media+S.E.M. de cuatro experimentos
realizados cada uno en duplicado. Las significaciones estadfsticas estdn hechas por comparacién con el efecto
del muscimol en cada punto. ns no significativo; *p<0.1; ** p<0,01; *** p<(,005; n=8 (test t de Student),
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1.1.3.3. Modulacién por barbitiricos

En el cerebro, los barbitiiricos potencian las acciones de los agonistas GABA, por
aumentar el tiempo de apertura del canal de Cl- que forma el receptor (Peters et al., 1985).
En las células cromafines ensayamos el efecto del pentobarbital 10 yM sobre un rango
creciente de concentraciones de muscimol. Esta sustancia potencidé el efecto de
concentraciones bajas de muscimol con un efecto mdximo de un 90 % e inhibid parcialmente
el efecto de concentraciones superiores del mismo (> 10 uM) con un efecto maximo de un
50 % (figura 6).
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Figura 6. Modulacién del efecto secretor de agonistas GABA, por pentobarbital en células cromafines
bovinas. Las células se pretrataron durante 15 minutos con el barbiturato pentobarbital 10 uM y posteriormente
con la mezela pentobarbital 10 M y muscimol a las concentraciones indicadas en la grédfica, La secrecidn se
midié como se especifica en Material y Métodos, Los datos se expresan como porcentaje de efecto sobre el del
muscimol a cada concentracién y se representa la media + 8. E.M. de tres experimentos realizados por duplicado,
Las significaciones estad(sticas se refieren al efecto del muscimal en cada punto. ns no significativo; ¥*p<0.1;

* < 0.01; *4* p<0.005 (test t de Student).
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1.1.3.4. Modulgcion por esteroides

Para estudiar la modulacién del receptor GABA, por esteroides, usamos diferentes
concentraciones de 2 esteroides obtenidos por sintesis qufmica: dexametasona y alfaxalona
y 4 esteroides generados endégenamente en los seres vivoes: THDOC, 3a-OH-DHP,
pregnanolona y pregnenolona, cuyos nombres completos detallamos anteriormente en el
apartado IV.1.1.2. Todas ellas son conocidas por sus acciones moduladoras de la actividad
del receptor GABA, en el cerebro (Peters et al., 1985).

La pregnanolona y la dexametasona a una dosis de 1 M potenciaron el efecto de
muscimol de manera m4s acusada a una concentracién de 10 uM de muscimol (figura 7.1
y 7.2), siendo el perfil del efecto muy similar para ambas sustancias. A dosis superiores a
10 uM de dexametasona, el pico mdximo de efecto se desplazé hacia concentraciones
inferiores de muscimo! (I uM). La alfaxalona 100 nM también produjo una curva de
potenciacién semejante a la anterior (figura 7.3), aunque en este caso, el pico de estimulacién
méxima se obtuvo a concentraciones de muscimol de 1 uM. Al igual que en el caso de la
dexametasona, la estimulacién con una dosis superior de alfaxalona (100 uM) desplazd el

pico de m4xima potenciacién a una concentracién de muscimol menor (100 nM) (figura 7.3).

Los datos representados en la figura 7.2 y 7.3 parecen apuntar la idea de la existencia de
una relacién inversa entre la concentracién de esteroide y la dosis de muscimol a la que se

consigue el m4ximo efecto; es decir, a mayor cantidad de esteroide, menor es la dosis de

muscimol necesaria para conseguir el efecto mdximo.
THDOC y 30-OH-DHP 10 uM potenciaron el efecto de muscimel de manera mas acusada

a una concentracién de 100 nM de éste (figuras 7.4 y 7.5). El pico de méximo efecto

méximo concordaba con la concentracién alta de esteroide ensayada.
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Figura 7. Modulacién del efecto secretor de agonistas GABA, por esteroides en células cromafines
bovinas. Las células se pretrataron durante 15 minutos con el esteroide a ensayar, y posleriormente con la
mezcla de esteroide y muscimol a las concentraciones indicadas en la grdfica. Los esteroides ensayados fueron!
¢ 1) pregnanolona (S pregnan-3-0l-20-ona); (2) dexametasona (9a-Fl-16emetil-prednisolona); (3) alfaxalona (See-
pregnan-3a-ol-11-20-diona); (4) THDOC (Sa-pregnan-3ce-21 -diol-20-ona); (5) 3a-OH-DHP (So-pregnan-3a-ol-
20-ona). La secrecién se midié como se especifica en Material y Métodos. Los datos se expresan como
porcentaje de efecto sobre el del muscimol a cada concentracidn y se representa la media+S.E.M. de tres
experimentos realizados cada uno en duplicado. Las significaciones estad(sticas estdn hechas por comparacion
con el efecto del muscimo! en cada punto. ns no significativo; *p<0,1; ** p<0,01; *** p<0.005 (test t de

Student).
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Figura 8. Modulacidn del efecto secretor de agonistas GABA, en células cromafines hovinas por
pregnenolona. Las células se pretrataron durante 15 minutos con el esteroide pregnenolona (58 pregnen-3B-ol-
20-ona) y posteriormente con la mezcla de pregnenolona 10 uM y muscimol a las concentraciones indicadas
en la grifica (A) o con muscimol 10 pM y posteriormente con pregnenolona a distintas concenlraciones (B).
La secrecidn se mididé como se especifica en Material y Métodos. Los datos se expresan como porcentaje de
efecto sobre el del muscimol a cada concentracién y se representa la media£S.E.M. de todos ellos, Las
significaciones estadisticas se refieren al efecto del muscimol en cada punto. ns no significativo; *p <0.1; **
p<0.01; *** p<0.005; n=6 (test t de Student).
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La magnitud de potenciacién del efecto secretor de los agonistas GABA, por los distintos
esteroides oscilé entre un 40 y un 80 %, dependiendo del esteroide y de las concentraciones
ensayadas. Todos ellos tuvieron acciones estimuladoras sobre efecto secretor del muscimol,
a excepcién de la dexamtesona, que una conceniracién de muscimol de 100 pM tuvo un

ligero efecto inhibitorio (menos del 25 %).

Ademds de los esteroides citados anteriormente, todos ellos de la serie "pregnan" (sin
doble enlace en posicion 5), conocidos por su efecto activador sobre los receptores GABA,,,
se ensayd otro esteroide, la pregnenolona, que pertenece a la serie de los "pregnen”, con
doble enlace en la posicién 5, conocido por su efecto inhibidor o bloqueante de los efectos
del receptor GABA,. Esta sustancia a una concentracién de 10 pgM disminuyd
significativamente el efecto secretor mediado por dosis crecientes de muscimol (figura 8A),
Fijando una dosis de muscimol (10 uM), a la que se observé el mayor efecto inhibitorio y
analizando un rango de concentraciones de pregnenolona, se confirmé el efecto inhibidor
maoderado (como mdximo 40 %) dependiente de la dosis de este esteroide sobre el efecto

secretor del muscimol (figura 8B).

1.1.3.5. Efecto del zinc

El Zn** es un catién que parece modular positivamente el receptor GABA, en el cerebro
cuando este receptor carece de la subunidad v, (Sieghart, 1992). En células cromafines, a una
dosis de muscimol 10 uM, el Zn** no produjo ningiin efecto significativo sobre el efecto

secretor del muscimol a ninguna dosis ensayada (entre 10 nM y 200 gM) (figura 9).
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Figura 9. Modulacidn del efecto secretor de agonistas GABA,, de células cromafines hovinas por zinc, Las
células se pretrataron durante 15 minutos con Zn** y posteriorments con una mezcla de muscimol 10 uM y
Zn®* a las concentraciones indicadas en la gréfica, La secrecidn se midié como se especifica en Malerial y
Métodos. Los datos se expresan como porcentaje de efecto sobre el del muscimol a cada concentracidn y se
representa la media-+ S.E.M. de cuatro experimentos realizados en duplicado, Las significacicnes estad(sticas
se refieren al efecto del muscimol en cada punto. ns no significativo (est t de Student).

1.2. Ensayos de unién al equilibrio de benzodiazepinas

1.2.1. Unidn espectfica de FH]flunitrazepam

El flunitrazepam se une especfficamente a sitios de la membrana plasmdtica de la médula
adrenal. En ensayos con concentraciones de ["H]flunitrazepam entre 0.1y 100 nM, utilizando

una concentracién de 10 uM de flunitrazepam frfo para calcular la unidn no especifica, se
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obtuvo una unién especffica mdxima de un 60 %. E! gréfico del andlisis de Scatchard se
muestra en la figura 10. La K, para este efecto fue de 4+0.6 nM y la Bmax=27+3 fmol/mg
de protefna (Parramén et al., 1994a). El desplazamiento especffico de la unién de
[*H]flunitrazepam 10 nM por distintas concentraciones de flunitrazepam frfo se refleja en la

figura 11A. La ECy, para este efecto fue de 4045 nM y la K| de 16 nM,

30

——

{fmol/mg proteina)

7 14 21 28
B, fmol/mg prot

Union especifica de [HI—flunitrazepam
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0 5 10 15 20 25

[Flunitrazepam] nM

Figura 10, Unidn especifica de ["H]funitrazepam a membranas de médula adrenal bovina, El ensayo de
unién al equilibrio de radioligando se realizé en membranas obtenidas de la médula adrenal bovina como se
indica en Material y Métodos. Las membranas asf obtenidas (1 mg protefna/ml) se incubaron con distintas
concentraciones de [*H]flunitrazepam (85 Ci/mmol) durante 1 h a 0° C sdlo (unién total) o las mismas
concentraciones mas flunitrazepam 10 uM frio (unién no especfica). Las membranas se separaron del medio
de incubacién por filtracion a vacfo y la radioactividad se midi6 por espectrofotometria de centelleo l{quido. La
unidén especifica se calculé por diferencia entre la unié total y la no especffica. La figura representa la curva
de saturacidn espeeifica y el diagrama de Scatchard en el inserto, L.os resultados son la media de 3 experimentos
realizados en duplicado. El andlisis de Scatchard se realizé con el programa LIGAND, que did unas valores

de Kp= 440.6 nM y B,,,=2743 fmol/mg protefna.
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Figura 11, Desplazamiento de la unién especifica de [PH]flunitrazepam por flunitrazepam frio, B-
carbolinas, Ro 15 1788 y Ro 5 4684 a membranas de médula adrenal hovina. El ensayo de unién del
radioligando se realizé en membranas obtenidas de la médula adrenal bovina como se indica en Material y
Maétodos. Las membranas as{ obtenidas (1 mg protefna/ml) se incubaron durante I h a 0° C con
[*H]flunitrazepam (85 Ci/mmol) 10 nM y un rango de concentraciones entre 1 nM y 10 uM de flunitrazepam
(A}, Ro 15 1788 y Ro 5 4684 (B) o fi-carbolinas (C) (unidn total) o con [H]flunitrazepam 10 nM con eslas
Sustancias y flunitrazepam frfo 10 uM (unién no especffica). Las membranas se separaron del medio de
incubacién por filtracién a vacfo y la radioactividad se midid por espectrofotometria de centelleo Ifquido. La
\njgn especffica se calculé por diferencia entre la unidn total y la no especifica. Los porcentajes de unidn
©specificos se calcularon tomando como 100 % la unidn especffica de *H}flunitrazepam 10 nM. En las figuras
Se representa el porcentaje de desplazamiento especifico producido por cada sustancia, obtenido por diferencia
©nitre la unidn total y la inespecifica. Los resultados son la media de 3 experimentos realizados en duplicado.
{ andlisis de los datos con el programa PCS di6 las ECg que aparecen detalladas en cada figura,
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1.2.2. Desplazamiento especifico por agonistas y antagonistas de BZ

Las B-carbolinas desplazaron especfficamente la unién de [*H]flunitrazepam a las
membranas de la médula adrenal bovina presentando una afinidad muy alta: sus ECy, fueron
de 0.2+0.07, 0.8+0.2 y 0.940.3 nM para la 3-CCE, B-CCP y B-CCM, respectivamente
(figura 11C),

El antagonista de BZ Ro 15 1788 y el Ro 5 4684 (agonista del receptor periférico sélo a
bajas dosis y que a altas dosis interacciona con el receptor de GABA,) también desplazaron
con gran eficacia la unidén especifica de [*H]flunitrazepam, siendo sus ECy, 0.26+0.05 y

4.34-0.7 nM, respectivamente (figura 11B),

Ninguna de estas sustancias ensayadas tuvo ningin efecto sobre 1a unién no especifica de
[*H]flunitrazepam ensayado mediante la incubacién de 10 nM del mismo con 10 uM de

flunitrazepam frio y el compuesto especffico.

1.3. Andlisis de la estructura del receptor GABA , expresado en la

médula adrenal bovina

E! andlisis de 1a estructura del receptor GABA,, expresado en la médula adrenal bovina se
realizé mediante técnicas de inmunodeteccién con anticuerpos especificos, tras la separacién
de las protefnas de las membranas de la médula adrenal por electroforesis, Los resultados
(bandas) obtenidos para el receptor de la médula adrenal por esta técnica se contrastaron con
las obtenidas con los mismos anticuerpos ensayados en membranas de corteza cerebral bovina
y las de protefnas estdndares de peso molecular conocido, con el fin de comprebar si las

bandas tenfan el peso molecular requerido.
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El estudio inicial se llev$ a cabo en membranas de médula adrenal crudas, donde se ensayd
primero la presencia de la subunidad e, por ser la mds abundante en el cerebro. Como se
aprecia en la figura 12A, se obtuvo una banda de intensidad creciente respecto a la
concentracién de protefna colocada en el gel, pero no era la correspondiente al peso
molecular de la subunidad «, de corteza cerebral. Esto podia significar que esta subunidad
no existiera en este tejido o que la preparacion no fuera la adecuada. Con el fin de confirmar
esta ultima hipdtesis, mds probable, iniciamos los procesos de purificacion, tal como se

detallan en Material y Métodos.

La primera purificacién se realizé por cromatografia de afinidad utilizando una columna
BZ {Ro 7 1986/1). Este tratamiento eliming todas las bandas anteriormente obtenidas (figura

12B), lo que confirmaba que eran inespecificas, aunque €l método de purificacién segufa sin
ser €l adecuado. Ello podfa ser debido a que el ligando utilizade para desplazar el receptor
de la columna, el clorazepato, siguiera unido al receptor y enmascarara la banda, al impedir
la unién del receptor con el anticuerpo correspondiente. Con el fin de eliminar el exceso de
clorazepato, se realizé un posterior paso de purificacién, a través de una golumna de
intercambio iénico, o que nos permitié visualizar, por primera vez, una banda especifica que

indicaba la presencia de la subunidad o; en la médula adrenal (figura 12C).

Para confirmar la presencia de esta subunidad de manera més especifica, se realizé un
proceso distinto de purificacién a partir de membranas crudas. Estas fueron solubilizadas con

desoxicolato sédico y aplicadas a una columna de inmunoafinidad que llevaba unido el

anticuerpo contra la subunidad o, 413-429, como se indica en Material y Métodos. En la
figura 12D se pueden apreciar las bandas correspondientes a las distintas fracciones recogidas
de esta columna, que confirmaban por este método la presencia de esta subunidad en la

médula adrenal,

Una posterior y definitiva confirmacién se obtuvo al bloquear la banda especifica por
pretratamiento del anticuerpo a ensayar con el correspondiente fragmento peptidico utilizado

en la inmunizacién de los animales. Este tratamiento produce Ja unidn especifica del antigeno
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y €l anticuerpo, lo que impedird la unién de este dltimo al receptor purificado. En la figura
12E se puede observar la ausencia de la banda caracter{stica correspondiente a la subunidad
o, para los dos tipos de preparaciones de las membranas, tras la incubacién con el péptido

correspondiente,

Todos los resultados anteriormente expuestos demuestran de una forma concluyente la

presencia de la subunidad ¢ en el receptor GABA, de la médula adrenal bovina.

Posteriormente se ensayd la existencia de otras subunidades utilizando los anticuerpos
especificos indicados en Material y Métodos, en ambos tipos de membranas purificadas,
Como se aprecia en la figura 13, en la médula adrenal se pudo observar la presencia de otras

subunidades que conforman el receptor GABA . Estas subunidades son:

-I.a subunidad e, detectada en ambos tipos de preparaciones de membranas (figura 13A),

-Las 3 subunidades B: 3, B, y B, detectadas en membranas purificadas por la columna de
BZ (figuras 13B y C). La presencia de la subunidad f; se confirmd adicionalmente con
el uso del péptido correspondiente (figura 13C),

-La subunidad v, se detecté en membranas purificadas por la columna de BZ (figura 13D).

Por el contrario, en la médula adrenal se demostré la ausencia de las siguientes
subunidades: o,, oy y o4 (figura 14A y B). En el caso de la deteccidn de la subunidad o,
se utilizaron como control membranas de cerebelo, ya que es en esta estructura donde estd

vinicamente presente esta subunidad.

Adicionalmente se ensayd la presencia de la subunidad & en ambos tipos de preparacion
de membranas, con su anticuerpo especifico indicado en Material y Métodos. En este caso
no se pudo demostrar ni la presencia ni la ausencia de dicha subunidad, ya que este
anticuerpo fue obtenido muy recientemente y no se encuentra suficientemente caracterizado,

lo cual no excluye la posible presencia de esta subunidad en la médula adrenal,
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Figura 12, Presencin de Ia subunidad @, en las membranas de la médula adrenal bovina. La
inmunodeteceidn de la subunidad o, en la médula adrenal se realizé por téenicas de westernblotting o
inmunotransferencia, usando el anticuerpo especffico contra la subunidad o, 413-429 (5 pg/ml).(A) Las
membranas crudas de médula adrenal obtenidas seguin se indica en Material y Métodos se colocaron en orden
decreciente de cantidad de proteina. Los niimeros 1 al 5 corresponden a 7.5, 6.5, 5, 3.5 y 2 pg de proleina
lotal, respectivamente. ¢, membranas de corteza cerebral bovina, usadas come control. b, tampdn utilizado en
s electroforesis, usado para comprobar que no hubiera sefiales inespecificas. (B) Tras realizar la solubilizacién
def receptor con desoxicolate sédico las membranas de la médula adrenal se pasaron a través de un columna
que tenfa la benzodiazepina Ro 7 1986/1, De la fraccién 6 obtenida se tomaron alfcuotas de 25, 50, 100, 150
y200 pul y se colocaron en los carriles 1 al 5, ¢ correspode al receptor BZ de corteza cerebral bovina purificado
por el mismo procedimiento. b, es el tampén usado para comprobar que no hubiera sefiales inespecificas. ()
Les distintas fracciones obtenidas segtin el procedimiento anterior se juntaron y se realizé una cromatograffa
de intercambio iénico. Se obtuvieron 8§ fracciones de 1 ml, de las que se ensayaron alfcuotas de 50 pl. Los
carsites 2 a 9 corresponden a 8 fracciones en orden de coleccién y 1 es el receptor BZ purificado de corteza
cerebral bovina, (D) Las membranas tras la solubilizacidn del receptor con desoxicolato se sometieron & una
purificacién & través de una columna de inmunoafinidad que tenfa unido el anticuerpo especifico contra la
subunidad anti or,~413-429 del receptor GABA,. Se obtuvieron 8 fracciones de las cuales se ensayaron 50 pl
en los carriles 2 8 9. ! es el receptor BZ de corteza cerebral bovina purificado por el mismo métoda, (E)
Especificidad de la reaccidn inmune: las membranas purificadas como en el caso C (2) y como en ¢l caso D
(3) se sometieron al tratamiento con el anticuerpo contra la subunidad o, 413-429 (2 y 3) o este anticuerpo ¥
el peptido o, 413-429 (1.25 pg/ml) (4 y 5), que bloqued la sefial del anticuerpo. | es el receptor BZ purificado
de corleza cerebral bovina. Para informacién adicional ver Material y Métodos. Los pesos moleculares (KDa)
s¢ observan en cada figura a la izquierda. Se presenta fotocopia [dser de las correspondientes fotograffas,
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Figurn 13, Presencia de las subunidades o, B, B, y By ¥ v; en membranas purificadas de médula adrenal
bovina. (A) 1, receptor BZ purificado de corteza cerebral bovina. 2, receplor BZ de médula adrenal bovina
purificado por cromatograffa de afinidad de BZ seguida de cromatograffa de intercambio iGnico. 3, receptor de
médula adrenal purificado por columna de inmunoafinidad a,. Los anticuerpos utilizados fueron anti-or, 413-429
(5 pug/ml) (1) y anti-ce, 7-10 (10 pg/ml) (2 y 3). (B y D) 1, receptor BZ purificaco de corteza cerebral bovina.
2, receptor BZ de médula adrenal purificado por cromatograffa de afinidad de BZ seguida de cromatograffa de
inlercrmbio iénico. El anticuerpo usado fue By, monoclonal comercial (1.6 pg/ml) (1 y 2 de B) y v, =15 cys
(10 pg/ml) (L y 2 de D). {C) 2, 4 y 6 membranas de corteza cerebral bovina purificadas por cromatograffa de
afinidad de BZ. 1, 3, 5 y 7 membranas de médula adrenal purificadas por columna de afinidad de BZ seguida
de intercambio i6nico. Observar que los carriles 2, 4 y 6 han sido cortadas por la mitad y han sufrido dos
tralamientos diferentes. Los anticuerpos usados fueron By 1-14 cys (15 ug/m)(6y 7) ¥ iy 379-393 (10 pg/ml){(1-
6). La especificidad de la reaccién inmune para la subunidad f; se puso de manifiesto mediante el uso del
peptido B, 379-393 (100 pg/ml, 1y 2, 6 10 pg/ml, 23 y 4). Los pesos moleculares (KDa) se observan en cada
fipura a la izquierda. Se presenta fotocopia l4ser de las correspondientes fotograflas.
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2. Receptores GABA,

Como habfamos observado anteriormente y reflejado en nuestro trabajo de Tesina (M.
Parramén , 1991), los receptores GABA; incrementan los niveles intracelulares de AMPc,
y este parece ser el mensajero que modula su efecto sobre la secrecion basal, estimuldndola,
y sobre la secrecién mediada por los receptores nicotfnico y GABA,, inhibiéndola (Oset-
Gasque et al., 1993). Por ello a lo largo de todo nuestro estudio de esta Tesis Doctoral
hemos efectuado en paralelo los experimentos con agonistas GABAy y con sustancias que
incrementan los niveles de AMPc intracelulares, forskolina, por activacién directa de la
adenilato ciclasa, y pCIpAMP¢, un anilogo permeable no hidrolizable del AMPc. Asf, en

los sucesivos apartados presentaremos ambos datos conjuntamente,

2.1. Efectos de los agonistas GABA sobre el potencial de

membrana.

Puesto que se habfa demostrado que la activacidn de los receptores GABA,;, por agonistas
especificos producfa un incremento de la secrecién basal de CAs, era muy probable que €sta
fuera debida a una despolarizacién de la membrana celular, Para examinar esta hipdtesis
utilizamos la sonda fluorescente bisoxonol, como se indica en Métodos, apartado 2.6.,
observando que a una dosis de 500 uM ambos agonistas del receptor , APPA y baclofén,
producfan incrementos en la fluorescencia de dicha sonda, y, por consiguiente, del potencial
de membrana. Los incrementos, medidos en unidades arbitrarias de fluorescencia, oscilaron
entre 5 y 8 unidades en los diferentes experimentos. Este efecto despolarizante fue bloqueado
por incubacidn previa con el antagonista CGP 35348 (figura 15), que inhibi6 entre un 80y
un 100 % el efecto. Usamos exclusivamente este antagonista por haber observado

anteriormente que es el mds efectivo en nuestras células (Oset-Gasque et al., 1993).
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Figura 15, Los agonistas GABA, incrementan el potencial de membrana, Ambos agonistas del receptor
suspensién de células que contenfa bisoxonol 2 uM y se

cidas segtin se indica en Malerial y Métodos, El incremento
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experimentos realizados en diferentes lotes de células, con el mismo resultado.
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Ya que habfamos demostrado que los agonistas GABA, inhibfan la secrecién inducida por
nicotina y por muscimol de manera dependiente de la dosis, estos efectos debian ser paralelos
a una disminucién de la despolarizacién de la membrana inducida por estos agentes
secretores. Por ello estudiamos el efecto que los agonistas GABAj; podfan tener sobre los
incrementos en el potencial de membrana producidos por los agonistas nicotinicos y GABA,,.
El pretratamiento de las células con APPA y baclofén a una dosis 500 uM blogneé
completamente la despolarizacidn causada por nicotina 50 uM (figura 16A) y disminuyd mas

de un 50 % la causada por muscimol 50 uM (figura 16B},
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Figura 16. Los agonistas GABA previenen el incremento del potencial de mem!)rnna indicido por los
agonistas nicotinicos y de GABA,, El potencial de membrana se midié por tratamiento lde .]as células con
nicotina (A) o muscimol (B) en ausencia y en presencia de los agonistas GABAg, como se .Lndlca en Material
¥ Métodos, a las concentraciones y tiempos indicadas en la figura. El registro es representativo de al menos 10
experimentos realizados en 3 lotes diferentes de células con el mismo resultado.
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Para examinar si estos efectos sobre el potencial de membrana podian ser debidos a la
estimulacién de la produccién de AMPc por los agonistas GABA, se realizaron experimentos
paralelos con pCIpAMPc 250 uM o forskolina 5 uM sobre el efecto de la nicotina y el
muscimol. Se observé que la forskolina y el pClpAMPc, al igual que los agonistas GABAy
producfan una despolarizacién de las células. La despolarizacién causada por nicotina 50 pM
fue totalmente blogueada mediante el tratamiento con forskolina 5 uM vy se inhibié un 70 %
por pClpAMPe 250 uM (figura 17A). De igual forma, la despolarizacién previa de las
células con pClpAMPc o forskolina bloqued totalmente la despolarizacién inducida por
muscimol (figura 17B). Presentamos en estas figuras un registro representativo de un
resultado intermedio obtenido en los diversos experimentos realizados, aunque hay que
puntualizar que despolarizaciones iniciales mayores produjeron un efecto inhibitorio mayor

sobre la despolarizacién inducida por la segunda sustancia ensayada (nicotina o muscimol).
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Figura 17. Efecto de agentes que elevan el AMPc sobre el incremento del potencial de membrana
producido por los agonistas nicotinicos y de GABA,. El potencial de membrana se midiG por tratamiento de
las células con nicotina (A) y muscimol (B), en ausencia o presencia de sustancias que incrementan los niveles
intracelulares de AMPc, a las concentraciones indicadas en la figura, segiin se indica en Material y Métodos,
se muestra un registro representativo de al menos 10 experimentos realizados en 3 lotes diferentes de células,

con el mismo resultado.
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2.2. Efectos de agonistas GABA , sobre el Ca’* intracelular

Una vez confirmado que el efecto de la activacion de los receptores GABAjg sobre la

secrecién de CAs se acompafiaba de cambios paralelos en el potencial de membrana,
quisimos profundizar en los mecanismos moleculares a través de los cuales los receptores
GABA, ejercen dicha funcidn. Puesto que la exocitosis de CAs es un proceso
fundamentalmente dependiente de Ca’!, estudiamos, en primer lugar, el papel de este
mensajero intracelular en la mediacién de la accién de dichos receptores sobre la secrecion

de CAs.

2.2.1. Curva dosis-respuesta

Los agonistas GABA, incrementaron los niveles de Ca** intracelulares de manera
dependiente de la dosis. Las ECy, para este efecto fueron de 25+6 uM para el APPA y
60410 uM para el baclofén. El efecto mdximo se alcanzd entre 200 y 500 uM de ambos
agonistas y fue de 250 +40 y de 225430 nM para el APPA y el baclofen (mediat+S.E.M.),

respectivamente (figura 18).

De forma andloga, las sustancias usadas para incrementar los niveles intracelulares de
AMPc, forskolina y pClpAMPc también produjeron un incremento dependiente de la dosis
en los niveles de Ca?* intracelulares. La forskolina produjo un efecto mdximo a
concentraciones entre 5 y 10 pM (210£26 nM, media®-S.E.M.), con una ECs de 0.710.2
uM. El pClpAMPc produjo un efecto mdximo a concentraciones entre 250 y 500 uM
(2294-38 nM, media+S.E.M.), con una ECs, de 2442 pM (figura 19).

126



Resultados

105

‘> 85 |

& :

S 65

u -

&

Q [

® 45

xw EC50

SR o 3-APPA 256 uM

3 0 Baclofen 60%10 uM

5 L.

| o el el Lo 1aaaal

1 10 100 1000
[3~APPA o Baclofen] pM

Figura 18. Curvas dosis-respuesta de la elevacién de calcio intracelular producida por estimulacién de los
receptores GABA . Las células fueron precargadas con fura 2 AM 5 uM, centrifugadas y lavadas como se
indica en Material y Métodos. En las cubetas del espectrofluorimetro se pusieron 10¢ células y se estimularon
ton las diferentes concentraciones de agonistas GABA, indicadas. Las concentraciones de calcio se calcularon
mediante 1a férmula indicada en Material y Métodos. Los puntos representan los porcentajes {media +S.E.M,
n=12) de incrementos de calcio, tomando como 100 % la elevacidn mdxima de caleio, 25040 nM y 225430
M para APPA y baclofén, respectivamente, una vez restado el basal (175 +25 nM). Las ECy, se calcularon
mediante el programa estadfstico indicado en Material y Métodos.
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Figura 19, Curvas dosis-respuesta de la elevacién de calcio intracelular producida por AMPec, Las células

fieron precargadas con fura 2 AM 5 uM, centrifugadas y lavadas como se indica en Material y Métodos. En

las cubetas del espectrofluorfmetro se pusieron 10° células y se estimularon con las diferentes concentraciones

de pCIpAMPc y forskolina indicadas. Las concentraciones de calcio se obtuvieron con la férmula indicada en
Material y Métodos. Los puntos representan los porcentajes (media +8.E.M, n=12) de incrementos de calcio,
lomando como 100 % la elevacién méxima de calcio, 201 £26 nM y 229+38 nM con forkolina y pClpAMPc,

respectivamente, una vez restado el basal (17525 aM).
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2.2.2. Origen del Ca’* movilizado por los agonistas GABA,

Puesto que los niveles de Ca®* intracelulares se pueden elevar bien como consecuencia de
la entrada de Ca?* a través de sus distintos canales (A) o de la salida del mismo de los
depésitos intracelulares (B) ), quisimos estudiar en profundidad la contribucién de cada uno
de estos mecanismos al incremento de Ca®* citosélico tras la activacién de los receptores
GABA,. Para ello, estudiamos el efecto de la ausencia de Ca’* extracelular sobre el
incremento de Ca?* citosélico inducido por agonistas GABA en comparacién con el inducido
en presencia de 2.5 mM de Ca?* extracelular. La reducci6én de Ca®* extracelular se realizé
por dos métodos: (1) mediante la quelacién del mismo con EGTA o (2) la disminucién del
mismo a una concentracién equimolar con la concentracién intracelular (200 nM) utilizando
para ello una mezcla adecuada EGTA/CaCl,, como se indica en Métodos (apartado II1.2.6,).
En ambos casos hubo una dréstica disminucién en los niveles de Ca’* intracelulares
producidos por ambos agonistas (figura 20). El efecto fue aproximadamente 1/3 del obtenido
con Ca®* extracelular normal (2.5 mM). Estos resultados indicaban que ademds de una
entrada de Ca®* extracelular mayoritaria a través de canales de Ca®* tipo L, podrfa haber
también una salida del mismo de los depdsitos intracelulares. Estudiamos a continuacién con

detalle ambos procesos.

2.2.2.1. Entrada de Ca®* del medio extracelular

La entrada de Ca* del medio extracelular se realiza en su mayor parte a través de canales
especificos dependientes de voltaje que se abren en respuesta a una despolarizacion (ver
apartado 1.2.2.1.). Blogueando la entrada de Ca’* a través de sus canales tipo L con la
dihidropiridina nifedipina 50 uM, se consiguié una inhibicién del incremento de Ca*
intracelular (de entre un 60 y un 70 %), semejante a la obtenida mediante tratamiento con
EGTA o mediante la disminucién del Ca?* extracelular a 200 nM (60-80 % de inhibicidn)
(figura 20). Estos resultados indican que la entrada de Ca?* en respuesta a la activacién del

receptor GABA, se realiza a través de un canal tipo L. El efecto inhibitorio de la nifedipina
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50 kM (60-70 %) también fue observado en el caso de la estimulacién de las células con
pClpAMPc 125 pM (figura 21A) o forskolina 5 uM (figura 21B), efecto muy semejante al
obtenido por pretratamiento con EGTA (figura 21 A y B).

Para comprobar si habfa otro canal de Ca®*, ademds del L, implicado en estos efectos,
usamos «-conotoxina, que bloquea los canales tipo N, Esta sustancia no produjo efecto
ninguno sobre la elevacién de Ca®* intracelular inducido por APPA o baclofén 500 uM
(figura 20), lo que indicaba que los canales tipo N no estaban implicados en el mecanismo

de entrada de Ca?* producido por activacién de los receptores GABAg,.
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Figura 20. Origen celular del incremento de Ca** producido por los agonistas GABAg. Los agonistas
GABA, se afiadieron a las células en suspensién con calcio normal sin pretratamiento (0) o tras pretratamiento
con un quelante de caleio (EGTA 4 mM) (B), un bloqueante de canales de caleio tipo L (nifedipina 50 uM)
(2) o un bloqueante de canales tipo N (w-conotoxina 5 uM) (£4). También se afiadieron a las células en un
medio bajo en calcio, 200 nM (M), En la figura se indican los incrementos de calcio intracelular, medidos con
Iz sonda Fluorescente fura 2 AM, conseguidos en cada condicién un vez restado el calcio basal (179 +23). Los
datos son las medias+S.E.M. de 9 experimentos realizados en 3 lotes distintos de células. Las significaciones
estadfsticas se refieren al efecto del agonisia sin pretratamiento (O3}, * p<0.05; ** p<0.01; ***p < 0,001,
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Figura 21. Origen intracelular de la elevacién de Ca®* citosdlica producida por AMPc, Se midieren los
niveles de calcio con la sonda fluorescente fura 2 AM producidos por (A) forskolina 1 yuM y {B) pClpAMPc
125 pM. La gréfica es un registro representativo de al menos 10 experimentos de 5 lotes diferentes de células,
Las sustancias fueran afiadidas a los tiempos indicados por las flachas.

2.2.2.2. Salida de Ca** de los depdsitos intracelulares

En las células cromafines existen dos grandes reservorios intracelulares de Ca?t,
denominados sensibles a IP, e insensibles al mismo y sensibles a cafefna (CICR) {(Burgoyne
et al., 1989). Para conocer de cual de los dos depdsitos intracelulares procedfa el Ca**
intracelular producido por activacién de los receptores GABA,, realizamos una serie de

experimentos, suspendiendo las células en un medio bajo en Ca?* (200 nM). En estas
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condiciones, la estimulacién de las células cromafines en suspensién con agonistas GABA,
produjo una elevacién de Ca>* de 104+13 y 11049 nM para el APPA y el baclofén,
respectivamente (figura 22A). Con angiotensina I1, sustancia que produce una salida de Ca®*
del compartimento del reticulo endopldsmico, a una concentracién de 2 gM, se obtuvo un
incremento de Ca?* de 226448 nM (figura 22B). Tras la estimulacién con angiotensina IT,
los agonistas GABA; no incrementaron adicionalmente el Ca?* intracelular (figura 22B). La
cafefna 4 mM, que estimula el compartimento insensible a IP; produjo un incremento de Ca?*
de 362430 nM (figura 22C). Tras el tratamiento con esta sustancia los agonistas GABAj si
produjeron un incremento adicional de los niveles de Ca®* intracelular (APPA=80+10 nM
y baclofén 84 +7 nM) (figura 22C). Este incremento fue un 15-20 % menor que el producido
por el agonista s6lo (figura 22A). Lo mismo sucedfa si las células eran pretratadas con
cafefna y luego tratadas con angiotensina II (187480 nM, que supone un 15-25 % de
reduccién) (figura 22D). Sin embargo, la estimulacién de as células con cafeina seguida por
angiotensina II bloque6 completamente la respuesta de los agonistas GABA, (figura 22D).
Todos estos resultados indican que los receptores GABAp, ademds de producir la entrada de
Ca?* del medio extracelular, estimulan la liberacién de Ca?* del compartimento intracelular

sensible a IP;,

2.2.3. Produccién de IP, por los agonistas GABA,

La estimulacién de las células cromafines durante 10 min con agonistas GABA, produjo
un incremento dependiente de la dosis de los niveles de IP; (figura 23). El efecto méximo

se consigi6 a una concentracién de 100 pM de ambos agonistas, siendo de aproximadamente

3 veces los niveles basales (7.3+0.3 pmol/10° cel).
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Figura 22. Movilizacién de Ca
estimularon en un medic bajo en calcio con los &
angiotensina 11 (B), cafeina (C) o la mezcla de ambos {D)
flechas, Las grédficas son representativas de 10 experimentos rea

baclofen; ang, angiotensina II; caf, cafefna.
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Figurn 23. Efecto de los agonistas GABA, sobre los niveles intracelulares de IP,, Las células se incubaron
durante 10 min con APPA o baclofén 0.5 mM y se midieron los niveles de IP, como se indica en Material y
Métodos. Los resultados se expresan como porcentajes respecto al control (7.3 +0.3 pmol/10° cel) y representan
la media de 8 experimentos realizados en duplicado. Las comparaciones estadfsticas se refieren al control.
*p<0.05; ** p<0.01; ** p<0.001.
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2.2.4. Influencia del Ca’* en las respuestas mediadas por activacién del
receptor GABA,

2.2.4.1. Sobre la secrecién de CAs

El Ca?* es primordial en los mecanismos que disparan y posibilitan la exocitosis, Por ello
estudiamos la influencia de este catién en la secrecion mediada por activacion de los
receptores GABA,,. Las células fueron estimuladas paralelamente con los agonistas en un
medio con Ca?* normal o en un medio sin Ca’*, pero con Mg®* para suplir los
requerimentos en iones divalentes, En un tiempo de incubacién de 10 min la estimulacién por
los agonistas produjo una inhibicién de més de un 70 % de la secrecion de CAs inducida por
los mismos agonistas en presencia de Ca?* (figura 24A). El efecto secretor en ausencia de
Ca® no fue estadfsticamente significativo sobre el control. El mismo resultado se obtuvo
midiendo la secrecién estimulada por los agonistas en tiempo real, segtin el apartado II1.2.2.
En este caso ni el APPA ni el baclofén produjeron picos de secrecién en ausencia de Ca**,
mientras que en presencia de Ca®* y en las mismas condiciones, la secrecién fue la esperada

(figura 25).

El efecto inhibidor de la secrecién de CAs producido por ausencia de Ca®* extracelular
fue también observado en el caso de la estimulacién de las células con adenosina y
pClpAMPc. Por el contrario, la forskolina y altas concentraciones de adenosina tuvieron un
efecto estimulante significativo de la secrecién de CAs en ausencia de Ca?* extracelular,

aunque menor que el producido en presencia del mismo (figura 24B).
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Figura 24. Efecto de agonistas GABA, y AMPc sobre la secrecién de CAs en presencia y ausencia de
calcio exfracelular. Las células se incubaron durante 10 minutos con los agonistas GABAy (A) y diferentes
sustacias que incrementan los niveles de AMPc intracelulares (B), en presencia (Q) o en ausencia (M) de calcio
exiracelular. Los valores se presentan como porcentajes de secrecién respecto al contenido de CAs totales de
la eélula y son la media-+$.E.M. de 3 experimentos realizados cada uno en duplicado. La estadfstica se refiere
a los controles correspondientes, con o sin Ca?* extracelular (5.8+0.7 % y 4.8£0.5 %, respectivamente), ns,

no significativo; * p<0.05; ** p<0,01; ** p<0,001,
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Figura 25, Efecto de los agonistas GABA, sobre la secrecién de CAs medida en tiempo real, L:as células
adecuadamente dispuestas en un filtro como se especifica en Material y Métodos, fueron conta.nuamente
perfundidas con medio Locke con calcio normal (2.5 mM) o sin calcio y se estimularon con los agomst'as a las
concentraciones indicadas en la grdfica. La secrecién se expresa en nmol/10° células, valor obtenido por
extrapolacién de los datos registrados en el detector electroqufmico en una curva patrén de noradrenalina
comercial, El registro es representativo de 6 experimentos realizados en 3 lotes diferentes de células,
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2.2.4.2. Sobre la formacidn de AMPc

La incubacién de las células cromafines durante 10 min en ausencia de Ca** extracelular
con agonistas GABA,, produjo unos niveles de AMPc aproximadamente un 70 % inferiores
a los obtenidos en presencia de Ca?* (figura 26A), aunque en este caso, a diferencia de la
secrecidn, el efecto fue estadfsticamente significativo sobre el control. La ausencia de Calt
exlracelular también disminuyé los niveles de AMPc inducidos por adenosina, en tanto que

la forskolina produjo mayores niveles de AMPc en ausencia de este cation (figura 26B).

2.2.5. Efectos de los agonistas GABA, sobre el Ca** inducido por

activacién de otros receplores

El pretratamiento de las células con agonistas GABA, produjo una inhibicidn
pricticamente del 100 % de la elevacién de la concentracidn de Ca®* intracelular producida
por estimulacién de las células con nicotina 50 M (figura 27A) y también de la obtenida por
estimulacién con muscimol 200 uM (figura 27B). Estos resultados concuerdan con el hecho
de que el mismo pretratamiento bloquea la respuesta de ambos receptores sobre el potencial

de membrana (figura 16).

El AMPc también produjo una disminucidn significativa de estas respuestas (figura 28),
que también concuerda con efectos paralelos sobre el potencial de membrana (figura 17) y

sobre la secrecién de CAs (Parramén et al., 1994d),
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jura 26. Efecto de agonistas GABA, y sustancias que elevan el AMPc sobre los niveles intracelulares
esle mensajero, en presencia y ausencia de calcio extracelubar, Las células se incubaron durante 10
nutos con los agonistas GABA, (A) y diferentes sustacias que incrementan los niveles de AMPc intracelulares
b, en presencia ({J) o en ausencia (M) de calcio extracelular. Los resultados se presentan en pmol/1(F cel
e representan fas medias+S.E.M. de 3 experimentos realizados cada uno en duplicado. Las comparaciones
adfsticas se refieren al valor control (4.46 £0.01 pmol/ 1P cél. en presencia de calcio y 2.99 40.06 pmiol/10°

. en ausencia de calcio), ns, no significativo; * p<0.05; ** p<0,01; *** p<0.001.
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Figura 27, Efecto de los agonistas GABA, sobre las concentraciones de calcio intracelular inducidas por
nicotina y muscimol, Incrementos de calcio intracelular obtenidos por estimulacién de las células cromafines
con nicotina (A) y muscimo! (B} sélos o previo tratamiento con APPA y baclofén a las concentraciones y
tiempos indicadas por las flechas. El registro es representativo de 9-10 experimentos realizados en al menos tres

lates diferentes de células.
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Figura 28, Efecto del AMPc sobre las concentraciones de calcio intracelular inducidas por nicotina y
muscimol. Incrementos de calcio obtenidos por estimulacion de las células cromafines con nicotina y muscimol
s6Yos o previo tratamiento con forskolina 5uM o pClpAMPe 125 uM, cuyo efecto neto, una vez restacdo el basal
(179423 nM), aparece en la izquierda de la figura, Los datos son la media+8.E.M. de 10 experimentos
realizados en 3 lotes diferentes de células, La significacién estadfstica se refiere al efecto de Ia nicotina o

muscimol séles (M), **p <0.01, *¥**p <0,001,
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2.3. Efecto de agonistas GABA ; sobre los niveles intracelulares
de GMPc

Ya que los receptores GABA, activan la adenilato ciclasa estimulande la formacién de

AMPc (Tesina de M, Parramén, 1991; Oset-Gasque et al., 1993), nos interesd estudiar si
1a activacidn de estos receptores promovfa la formacién de otro nucledtido cictico, el GMPe,
Para ello, realizamos la estimulacidn de las células cromafines en cultivo con concentraciones
crecientes de APPA y baclofén, como se indica en Métodos (apartado 111,2,5.). Ninguno de
estos agonistas a las dosis ensayadas incrementaron significativamente los niveles de GMPe
(figura 29), por tanto, la activacién de estos receptores no estimula la guanilato ciclasa y la

formacién de GMPc, siendo el efecto especifico sobre la adenilato ciclasa y el AMPe.

® APPA
0 Baclofen

GMPc {razon sobre Cppyyl
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1‘-"lgura 29. Efecto de los agonistas GABA, sobre los niveles iniracelulares de GMPe, Las células se
1ncubaron durante 10 min con los agonistas GABA, en presencia de IBMX 0.5 mM a las concentraciones
indicadas en la figura y se midieron los niveles de GMPc como se indica en Material y Métodos. Les datos son
la media+S.E.M. de 3 experimentos realizados en duplicado y se expresaron como razén sobre el conlrol
(2.02+0.3 pmol/10° cel). Todos los puntos fueron no significativas (ns).
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2.4. Correlaciones estadisticas entre los niveles de mensajeros

intracelulares y los efectos secretores

2.4.1, Correlaciones entre la secrecion de CAs y los niveles de AMPc

y Ca?* inducidos por activacidn de los receptores GABA,

En la figura 30 se aprecia que existe correlacidn lineal directa estadisticamente
significativa entre los niveles de AMPc inducidos por diferentes concentraciones de los
agonistas GABA, y la secrecién de CAs producida por los mismos. También existe una
correlacidn lineal directa estadfstcamente significativa entre los niveles de Ca®* intacelulares
y la secrecién de CAs inducidos por activacién de los receptores GABA,,. Ello significa que
¢stos mensajeros intracelulares pueden ser mediadores del efecto secretor producido por

activacién de los receptores GABA,;, que ademds parece responder a un proceso de verdadera

exocitosis.
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Figura 30, Correlaciones estadisticas entre los niveles de AMPe o incementos de Ca®* intracelular y la
secrecign de CAs inducidos por estimulacién de los receptores GABA,. Los valores de secrecion d.e 'CAs
estdn expresados en porcentajes se secrecién con respecto al contenido celular total de CAs. El andlisis de
correlacidn CAs/AMPc (%) dio un coeficiente de correlacién r=0.80, n=25, t(n-2)=6.46, p<0.001. La
correlacidn CAs/calcio (0) did un r=0.92, n=12, t(n-2)=35.95, p<0.001,
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2.4.2. Correlacion entre la secrecion de CAs y los niveles intracelulares
de AMPc producida por los diferentes agentes que elevan los

niveles intracelulares de AMPc¢

Puesto que el AMPc resultaba estar directamente relacionado con la secrecion de CAs
indicida por la estimulacién celular con agonistas GABAy, quisimos examinar la hipdtesis de
si la elevacién de este segundo mensajero por distintos agentes que incrementan los niveles
intracelulares de AMPc estaba directamente relacionada con el efecto secretor, Para ello,
relacionamos los niveles de AMPc obtenidos tras la estimulacién con distintos agentes
{forskolina, adenosina, isoproterenol, VIP, agonistas GABA, o mezclas de ellos con
forskolina) con la secrecién de CAs a la que daban lugar, En un andlisis preliminar, puesto
que los niveles de AMPc obtenidos en todos estos casos eran de muy distinta magnitud, esta
relacién no fue estadfsticamente significativa. En una segunda aproximacién, el andlisis de
correlacién se llevé a cabo agrupando los datos en tres diferentes blogues, segdn los niveles
de AMPc que inducfan los diferentes efectores, Ello llevé a una triple representacién (figura

I

(1) Correlacién AMPc/CAs para agonistas que incrementaban hasta 3.5 veces los niveles
basales de AMPc.

(2) Correlacién AMPc/CAs para agonistas que incrementaban entre 3.5 y 7.5 veces los
niveles basales.

(3) Correlacién AMPc/CAs para mezclas de agonistas con forskolina, que incrementaban

los niveles de AMPc por encima de 7.5 veces los basales.

Mediante este andlisis de los datos, observamos que s6lo existfa una relacion directa y
estadfsticamente significativa en el caso de niveles bajos de AMPc (figura31.A). A m4s altos
niveles de AMPc (entre 3.5 y 7.5 veces los niveles basales), aunque existfa una correlacidn
positiva, la pendiente de la curva disminuyé considerablemente (figura 31 .B). La correlacidn
para mezclas de agonistas con forskolina (figura 31.C) no fue estadisticamente significativa,

incluso exitfa una correlacién inversa en algunos casos,
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Figura 31, Correlacion entre lasecrecion de CAs y los niveles de AMPe inducidos por distintos activadores
de la adenilato ciclasa. Las células cromafines se trataron durante 10 min con los agonistas sélos o en las
combinacidn indicadas en la gréfica. Los puntos representan la media de varios experimentos realizados en
dupticado. El anflisis estadfstico de la correlacién se realizé agrupando los datos segiin se indica en el texto.
En la figura se dan los coeficientes de correlacién (), el niimero de datos (), la t de Student para el nimero
de grados de libertad (t(n-2)) y la significacidn estadistica de la correlacién (P) para cada grupo ds datos,
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Figura 32, Correlacién entre la secrecién de CAsy los niveles de IP; inducidos por los n{goni§tas GABAB.
Comparacidn con la correlacién AMPc/CAs. Se midieron los niveles de CAs e 1P; inducidos inducidos por
los receptores GABA, en las células cromafines, como se especifica en Material y Métodos. Los datos son la
media de cuatro experimentos realizados en duplicado. Los datos estadfsticos de las correlaciones son los
siguientes: (A) APPA: (¢) AMPc/CAs r=0.98, n=6, ((n-2)=10.4, p<0.001; (0) IP,/CAs r=0.72, n=6,
1{n-2)==2.05, ns. (B) baclofén: (*) AMPc/CAs r=0.96, n=6, t(n-2)=7.3, p<0.01; {0) 1P, /CAs r=0.78,
n=>5, (n-2)=2.52, ns,
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2.4.3. Correlacién entre la secrecion de CAs y los niveles de IP,

producidos por activacién de los receptores GABA,

La correlacién entre la secrecién de CAs y los niveles de 1P, fue directa pero, segtn el
andlisis estadistico de la correlacién, ésta no fue significativa. En la figura 32A y B se
representan las correlaciones estadfsticas entre la secrecidn de CAs y los niveles de IP, para

ambos agonistas GABA;, comparadas con las del AMPc.

2.5. Regulacién del efecto secretor de los receptores GABA, por

Sfosforilacion

Dada la importancia de la fosforilacién de protefnas en la regulacidn de la actividad de
numerosos receptores y el efecto notable de los receptores GABA, sobre los niveles de
AMPc, nos interesé estudiar el efecto de la implicacién de dos kinasas, PKA y PKC sobre
la funcién de estos receptores, ya que se habfa descrito que en el SNC estos receptores son

regulados por dichas kinasas (Kamatchi & Ticku, 1990).

2.5.1. Regulacién por PKA

Tras la preincubacién de las células durante 10 min con un rango de concentraciones
crecientes del andlogo permeable del AMPc, pClpAMPc entre 1 pM y 1 mM, que elevé la
secrecidn basal de CAs como ya conocfamos (Tesina de M, Parramdn, 1991), se realizé una
estimulacién con agonistas GABA; a una dosis de 0.5 mM. El pretratamiento de la células
con ¢l andlogo del AMPc y posterior tratamiento con medio Locke (control) no produjo

variaciones significativas en la secrecién basal. Sin embargo, el pretratamiento con AMPe
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inhibié muy significativamente el efecto de los agonistas GABA;; sobre la secrecion basal de
CAs. La magnitud de este efecto inhibidor dependi6 de la dosis de pCIpAMPc utilizada en
la preestimulacién de las células y oscild entre un 80 y un 100 % en el caso del APPA y

entre un 60 y un 100 % en el caso del baclofén (figura 33A),

De igual manera se pretrataron las células con un rango de concentraciones de forskolina
y posteriormente con los agonistas a una concentracién de 0.5 mM. Andlogamente al efecto
del AMPc, el pretratamiento de las células con forskolina no alterd significativamente la
secrecién basal, pero inhibid el efecto de los agonistas GABA, sobre la secrecién de CAs.
El efecto inhibidor en este caso oscilé entre un 60 y un 80 % en el caso del APPA y de un
30 a un 100 % en el caso del baclofén, dependiendo de la dosis de forskolina utilizada

(figura 33B).

2.5.2. Regulacién por PKC

Las células se pretrataron con concentraciones crecientes del éster de forbol miristato
acetato (TPA) entre 1 nM y 10 M. Esta sustancia no alterd significativamente la secrecién
basal de CAs (figura 34A). Sin embargo, redujo muy significativamente la secrecidn de CAs
estimulada por APPA. El efecto inhibidor dependié de la dosis de TPA utilizada, y oscild
entre un 70 y un 100 % (figura 34B).

Para estudiar si este efecto inhibidor era un efecto especifico, bloqueamos el efecto del
TPA con el antagonista especifico de la PKC estaurosporina. El tratamiento simultdneo con
estaurosporina (lpg/ml) y TPA (100 nM) previno el efecto inhibitorio del TPA sobre la
secrecién inducida por APPA y baclofén (figura 35). No conseguimos, sin embargo,
reversién con otro antagonista de PKC, ¢l H7 (100 ug/ml) (resultado no mostrado en

grifica),

147



CAs {X contenido celular total}

©]

CAx {X contenldo celular total)

1* incubacion: pClpAMPe

+# ¥ I

10uM  100pM 250pM 500uM 1mi

*#4

1* Incubacion: forskolina

*
**
%%
it %

*4
2.54M 5uM

CAs [X contenido celular total)

CAs {X contenido celular total)

Resultados

2* incubacion; APPA 05 mM
@ 2* incubacion: baclafen 0.5 mM

3

[l
A ?E:i ;
B P,
*
7 R
L ) * * ¥ *
ﬁl”: O 1l S :
2 & - ] % - 7
R PR o PR Cm ir i
B R R R e
1 VL LYY
ZolZ Rzl Wl
B R A R R R
R R IRl_ R

CAB 1pM  10pM 100uM 250pM 5004M 1 mM
(pClpAMPel

7] 2* incubacion: APPA 0.5 mM
X 2* incubacion: baclofen 0.5 mM

4

* *
[ * *
L gE:E = '4-
Z IR L I 1
- ’::: : ::: r’ ::: E
. 2 ] *
a7 7 T
A g R
AR N Il
CAB 0.5uM 1M 5pM
[torskelinal

Figura 33. Efecto del pretratamiento con AMPc sobre la funcionalidad del receptor GABA, en células

cromafines bovinas, Las células se incubaron durante 10 min con pClp
concentraciones indicadas en la grdfica, dando luga
Posteriormente se trataron las células con los agonistas GABAg a una concen
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Figura 34, Efecto de los ésteres de forbol sobre 1a funcionalidad del receptor GABAg en ¢élulas croma!‘ines
bovinas. Las células se incubaron durante 10 min con el ester de forbol TPA en el rango de concentraciones
indicadas en la grifica, dando lugar a la secrecidn representada en (A_.) .' Posteriorm.enle se trataron las Cé]u]E]lS
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Figura 35, Especificidad del efecto de los ésteres de forbol sobre 1a funcionalidad del receptor GABAj en
las ¢élulas cromafines bovinas, Las células se incubaron durante 10 min con el ester de forbol TPA (100 nM)
0 la mezcla de TPA y su antagonista especifico estaurosporina (Sip) (1 pg/ml) y posteriormente con los
agonistas GABA,, a las dosis indicadas en la grdfica. Los datos son la media+8.E.M. de 2 experimentos
realizados en duplicado expresados como raz6n sobre los basales correspandientes (sin los agonistas GABAg)
que fueron tomados como la unidad (control=2,34£0.2 % , TPA=2.65+0.25 %, TPA+Stp=1.940.12 %).
La estudfstica compara el efecto de los agonistas GABA; incubados con TPA o TPA+Stp con sus
correspondientes controles (sin las citadas sustancias), ns, no significativo; * p<0.05; ** p<0,01; *&*

p<0.001.
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1. Receptores GABA, en la médula adrenal bovina: funcion,

modulacion farmacolégica y estructura molecular.

1.1. Funcién y mecanismo de accién

Fl GABA es un importante neurotrasmisor inhibitorio en el S.N.C. Se estima que al

menos un 30 % de las sinapsis centrales son GABAérgicas (Sieghart, 1989). Mds aiin, se
estima que los receptores GABA, representan un 0.01-0,001 % del peso total de protefnas
del cerebro (Stephenson, 1991).

Desde hace algunos afios, nuestro grupo de investigacion ha trabajado en la caracterizacion
de sistemas GABAérgicos y en el estudio de la funcién del GABA en la médula adrenal
bovina, habiendo puesto en evidencia la presencia de las enzimas de s{ntesis y degradacidn
del mismo y la existencia de mecanismos de transporie y de liberaci6n especificos, asf como
de ambos subtipos de receptores (GABA, y GABAy) en la membrana plasmdtica (ver
apartado 1,3.6.). Mds recientemente se ha estudiado la funcionalidad de estos receptores €n

las células cromafines en cultivo.

Los receptores GABA, estimulan la secrecion basal de CAs (Castro et al.,, 1989). El
mecanismo de este efecto depende del potencial de membrana de las células en relacion con
el potencial de equilibrio para el CI' (Gonzdlez et al., 1992). Asf, en condiciones de reposo,
el muscimol produce una despolarizacién de la célula que conduce a un incremento de la
secrecién basal de CAs de una forma dependiente de la dosis. De la misma forma, si las
células se estimulan con muscimol en presencia de bajas concentraciones de nicotina
(inferiores a 10 M) o de KCl (concentraciones menores de 15 mM), este agonista sigue
teniendo un efecto despolarizante, y, por tanto, estimulante de la secrecién de CAs, aunque
es de menor magnitud que el ejercido en condiciones basales. Sin embargo, la estimulacidn

de las células con muscimol en presencia de concentraciones mds altas de nicotina 0 KCI,
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este agonista tiene un efecto inhibidor de la secrecién de CAs. Este efecto inhibidor se debe
a que en estas condiciones la membrana se ha despolarizado a un potencial de membrana
superior al potencial de equilibrio para el CI (Eq=-50 mV) y a este potencial el GABA, a
través de sus receptores GABA,, tiene un accién hiperpolarizante (Gonzélez et al, 1992),
Este mecanismo molecular de la respuesta de las células cromafines a la activacidn de sus

receptores GABA, queda reflejado en el esquema 17 (Parramén et al., 1994b).

b)

bfa

Esquema 17, Mecanismo de accién de los receptores GABA, en las células cromafines bovinas, A) La
unién de] GABA a su receptor GABA, cuando la membrana de las células cromafines se encuentra en el
potencial de reposo (E.) o a un potencial de membrana (E,,) por debajo del potencial de equilibrio para el CI
(Eq=-5142.1 mV), produce una salida de CI' y, como consecuencia, una despolarizacién de la membrana y
una eslimulacion de la secrecién basal de CAs. B) Cuando las células estdn mds despolarizadas, es decir, el E
es superior al By, (experimentalmente conseguido por estimulacién con aitas concentraciones de XCl o nicotina),
¢l GABA produce un influjo de Cl y, como resultado, una hiperpolarizacidn de las células y una inhibicidn de

Ia secrecidn de CAs,
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La EC,, para el efecto del muscimol sobre la secrecién de CAs es de 2.940.4 uM,
semgjante a la K, obtenida para la unién del muscimol a membranas de cerebro (Yang &
Olsen, 1987), aunque mucho menor que la ECy, para el mismo efecto de los receptores
GABA; (Oset-Gasque et al., 1993). Ello es ldgico puesto que Jos receptores GABAjp son
mucho menos abundantes que los receptores GABA, en las células cromafines. Hemos
estimado que aproximadamente un 20 % de las células cromafines tienen estos receptores,
en fanto que un 60 % de las mismas contienen receptores GABA, (Castro y Oset-Gasque,
resullados no publicados). Los receptores GABA, tienen una actividad secretora de
aproximadamente un 70 % de la respuesta producida por estimulacidn colinérgica nicotinica

{Castro et al., 1989).

El receptor GABA,, es, por tanto, un receptor de gran importancia en la modulacién de
la actividad de la médula adrenal, como se ha venido sugiriendo en diversos trabajos de
invesligacién (Castro et al., 1989; Kataoka et al., 1984; Kitayama & Tsujimoto, 1986, Peters
et al., 1989). También en otras estructuras del SNP se ha observado que el GABA es
excitatorio, como en la mucosa antral del estémago, donde los receptores GABA,
incrementan de manera dependiente de la dosis la secrecién de gastrina (Del Tacca et al,,
1990).

1.2. Modulacién farmacolégica

En el SNC, el receptor de GABA, tiene una gran importancia a nivel farmacoldgico, ya

que es susceptible de modulacién alostérica por un diverso nimero de farmacos de gran
importancia terapéutica. Entre ellos se incluyen: benzodiazepinas (BZ), barbitiricos,
anestésicos, esteroides, etanol y algunos iones (ver apartado 1.3.5.1.1.). Por ser algunos de
ellos sustancias muy utilizados clinicamente, estos farmacos han sido extensamente estudiados
en la literatura cientifica, tanto a nivel de su funcionalidad y mecanismo de accién molecular,

como en la busqueda de ligandos mds activos y especificos. En este sentido, nuestro grupo
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ha colaborado también en el estudio farmacoldgico de una nueva serie de dihidro-pirazolo-

pirrolo-diazepinas de sintesis (Vega et al., 1994).

Fl estudio del papel de estas drogas en la médula adrenal bien de una forma directa o
como moduladores de la actividad de los receptores GABA,, era muy interesante por ofrecer
nuevas perspectivas funcionales de estos fairmacos en la regulacién de la secrecion de CAs
por la médula adrenal y, por tanto, como agentes moduladores terapeiiticos o fisioldgicos de
la funcién de las mismas sobre el metabelismo, flujo sangufneo y control de la presién

arterial.

En nuestras manos, las benzodiazepinas ensayadas, flunitrazepam y diazepam no tuvieron
ninglin efecto sobre la secrecién basal de CAs (tabla 1), resultado que est4 de acuerdo con -
los de Kitayama y col. (1989) para la BZ midazolam. Estos resultados parecfan indicar
inicialmente que en las células cromafines no existfan receptores para BZ de tipo periférico,
cuyos agonistas y antagonistas especificos son, respectivamente, el Ro 5 4684 y el PX 11195
(Ohara-Imaizumi, 1991). Para comprobarlo, realizamos una curva dosis-respuesta con el Ro
5 4684 (tabla 1), observando que no tenfa efecto sobre la secrecidn basal de CAs, por lo que
en las células cromafines, bien no existfa el receptor BZ periférico o este era inefectivo en
1a activacidn de la secrecién de CAs por las células cromafines. Este resultado negativo era
I6gico v de esperar, ya que esta sustancia parece actuar inhibiendo los canales de Ca’*, de

forma similar a las dihidropiridinas (Ohara-Imaizumi, 1991).

Cuando ensayamos las BZ sobre el efecto secretor de agonistas GABA,, observamos, 2
diferencia de los resultados a nivel basal, que ambas BZ flunitrazepam y diazepam fueron
capaces de potenciar la secrecién mediada por muscimol, con una dependencia acusada de
la concentracién de muscimol y BZ utilizada (figura 2). Estas sustancias potenciaren los
efectos secretores de bajas concentraciones de muscimol hasta aproximadamente un 80 %,
un efecto no muy elevado, pero de la misma magnitud que el efecto descrito para un receptor
recombinante expresado en ovocitos de Xenopus compuesto por las subunidades o, B,y

(Wafford et al., 1992). Por el contrario, las mismas BZ inhibfan el efecto secretor producido
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por concentraciones elevadas de muscimol (figura 2), efecto inhibidor que mostrd ser
dependiente de la dosis de flunitrazepam (figura 2, inserto). El efecto potenciador también
habfa sido observado por el grupo de Kitayama (1989) con midazolam y clorazepam,
Nosotros observamos que tanto la potenciacién como la inhibicién por BZ del efecto secretor
de bajas dosis (figura 3) o altas dosis (figura 4A) de muscimol, respectivamente, eran efectos
especificos, mediados por un receptor BZ de tipo central usando el antagonista especffico de
BZ central Ro 1788. Esta sustancia antagonizé tanto el efecto potenciador como el inhibidor.
Sin embargo, Ro 5 4684 no parecfa influir en la respuesta del flunitrazepam sobre el
muscimol (figura 4B), de lo que se deducfa que esta Wltima sustancia no se comportaba como
un antagonista del sitio de unién de BZ del receptor GABA, o bien que al unirse tuviera Ia

misma o parecida eficacia inhibitoria que el flunitrazepam.

La existencia de estos sitios de unién especfficos para BZ con caracter{sticas
farmacoldgicas centrales se confirmé por los ensayos de unién al equilibrio (binding) del
radioligando [PH]flunitrazepam, para el que se obtuvo en el andlisis de Scatchard unos valores
de Kp, de 4+0.6 nM y una B,,,=27+3 fmol/mg protefna (Parramén et al., 1994a), La ICs,
obtenida para el desplazamiento de la unién de [*H]flunitrazepam 10 nM por flunitrazepam
frio fue de 40 nM y la K; de 15 nM. Estas concentraciones de flunitrazepam son de un orden
de magnitud semejante al de las concentraciones de flunitrazepam necesarias para potenciar
el efecto secretor de los agonistas del receptor GABA, (10 nM), en contraste con otros
trabajos donde estas diferencias son de hasta 1000 veces (Edgar et al., 1992). Esto confirma
la idea de que el efecto modulador de las BZ sobre el receptor GABA, es de gran
especificidad y se realiza por unién de las BZ a sitios de alta afinidad. En contraste, los
efectos inhibidores de las BZ sobre el efecto secretor de altas concentraciones de muscimol
se realiza probablemente por unién de las mismas a otros sitios de unién de baja afinidad,

en cuyo estudio no hemos profundizado.

Asfmismo, en estos estudios de unién especffica de [*Hlflunitrazepam se observé que el

Ro 1788 desplazaba con gran potencia al flunitrazepam, con una EC;, de 0.2610.05 nM,
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lo que demostraba de nuevo que se trataba de un receptor BZ central. El Ro 5 4684 también
fue capaz de desplazar la unién de [*H]flunitrazepam, aunque con menor potencia. Este
resultado, unido a los anteriores sobre la secrecién, parece indicar bien que este iltimo
compuesto se comportaba como agonista débil del sitio de unién de BZ del receptor de
GABA, a las dosis ensayadas o bien que existe un receptor periférico de BZ que no participa
en la regulacién de la secrecién basal de CAs, como habfamos apuntado antericrmente,
aungue pudiese participar en la regulacién de la actividad secretora de otros receptores. Esta

hipdlesis serd objeto de comprobacién en trabajos futuros.

En conclusién, todos estos resultados apuntan a que el efecto medulador de BZ sobre la
secrecidn de CAs es mediado por su unién a sitios especfﬁc'os sobre el receptor GABA,, que

se corresponden con un receptor GABA,/BZ o BZ central.

Las B-carbolinas son compuestos que se unen especificamente con alta afinidad a los sitios
de unién de BZ del receptor GABA, del cerebro, actuando como agonistas inversos de los
mismos y durante mucho tiempo se han considerado como sus ligandos enddgenos (Schok
& Mohler, 1983). En membranas de médula adrenal las ECy, de unién para las distintas f-
carbolinas oscilaron entre 0.2 y 0.9 nM (figura 11), lo que demuestra la alta afinidad de su
unién al sitio de BZ, que es semejante a la encontrada en cerebelo o sitios de aita afinidad
de corteza cerebral e hipocampo (Duggan & Stephenson, 1988). La semejanza entre los datos
de unién especifica de B-carbolinas entre las diferentes estructuras cerebrales y la médula
adrenal asi como con la estrecha semejanza entre las K, para el flunitrazepam, del mismo
orden de magnitud en corteza (10+4 nM, Sigel et al., 1983) y en médula adrenai (4+0.6
nM, Parramén et al., 1994a; 9.8 nM, Kataoka et al., 1984), apuntan a que el sitio de unién
para BZ en el receptor GABA, de todas estas estructuras tisulares posee una subunidad de

unién de BZ muy semejante en todas ellas.
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En los estudios de secrecién de CAs en células cromafines, las 8-carbolinas, inhibieron la
secrecidn inducida por bajas concentraciones de muscimol (1 pM) de forma dependiente de
1a dosis, en un orden de potencia 8-CCE > 8-CCM > B-CCP (figura 5B). A una dosis fija
de #-CCE y variable de muscimol, obtuvimos aproximadamente la curva inversa a la
obtenida por las BZ estudiadas anteriormente (figura SA), lo que demuestra su papel como
agonistas inversos del receptor de BZ en las células cromafines y confirma un resultado

similar obtenido por Kitayama y col. (1989).

Otras drogas sedantes, los barbitiricos, cuyo mecanismo de accién se ejerce por unién
al receptor GABA, por incremento del tiempo de apertura del canal de C', también tuvieron
un efecto potenciador de la secrecién inducida por muscimol, que fue mdxima a una
concentracién de 100 nM del mismo. A concentraciones superiores de muscimol, se observé

un efecto inhibitorio, al igual que en el caso de las BZ.

La potenciacién ejercida por el barbitdrico pentobarbital sobre la accidn del muscimol fue
de un 89 %, un efecto comparable al de los esteroides a la misma dosis {(comparar figuras
6 y 7). Diversos autores que han estudiado conjuntamente el efecto de esteroides y
barbitiricos, han observado que ambos producen unas respuestas muy similares tanto en
estudios electrofisioldgicos sobre la potenciacién de las corrientes de membrana inducidas por
GABA aplicado exdgenamente, as{ como de union de PH]muscimol (Peters et al., 1985 y
1988). Ello es légico si pensamos que ambas sustancias tienen el mismo mecanismo de
acci6n sobre el receptor GABA,, aumentando el tiempo de apertura del canal de CT', aunque

su sitio de unién al receptor es diferente (Sieghart et al., 1992),

En cuanto a los esteroides, se sabe desde hace algunos aiios, que aparte de sus acciones
gendémicas a largo plazo sobre la modulacién de determinados genes de enzimas, receptores,

etc. llevadas a cabo por unién especifica a sus receptores intracelulares, también afectan la
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superficie celular, alterando la permeabilidad iénica de la membran, asf como la liberacidn
de hormonas y neurotransmisores. El interés de estas dltimas acciones "rdpidas" de los
esteroides como moduladores alostéricos del receptor GABA, y de otros canales idnicos
activados por ligando, crecié cuando estos se relaconaron con el efecto anestésico y

anticonvulsivante de los mismos.

De estos esteroides con acciones rdpidas denominados "neuroactivos” por su gran actividad
sobre tejidos neurales, y en especial sobre el receptor GABA,, hemos inclufdo en nuestro
estudio el de dos compuestos naturales que se secretan por la corteza adrenal durante el
estrés: el derivado natural de la progesterona, 3a-OH-DHP, sintetizado, ademds, en el
cerebro, y el derivado natural de la desoxicorticosterona, THDOC, sintetizado sdlo en la

corteza adrenal y, por tanto, no considerado como "neuroesteroide” propiamente dicho,

También hemos ensayado las acciones de otros dos esteroides naturales, la pregnenolona,
derivado natural del colesterol y precursor de todas las hormonas esterofdicas, la
pregnanolona, el isémero 58 de la 3o-OH-DHP, metabolito natural de la progesterona, y de
dos esteroides de sintesis: la alfaxalona, derivado de la 3a-OH-DHP por introduccién de un
grupo ceto en posicién 11, conocido por su gran potencia como anestésico, y la
dexametasona, derivado sintético de la prednisolona, conocido por sus importantes

propiedades antiinflamatorias,

En nuestro estudio sobre el efecto de estos esteroides sobre la modulacién de la secrecién
de CAs mediada por activacién de los receptores GABA,, todos los esteroides ensayados de
la serie "pregnan" potenciaron el efecto secretor del muscimol, siendo este efecto

absolutamente dependiente de la concentracién de muscimol utilizada.

En general, para los esteroides mds activos de los dos naturales, THDOC y 3a-OH-DHP
y el anestésico alfaxalona, ensayados a altas concentraciones, entre 10y 100 uM, se obtuvo
un pico de potenciacién a una concentracién de muscimol de 100 nM. En el caso de la

pregnanolona y la dexametasona, ensayados a 1 uM y 10 uM, el pica de potenciacién
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méxima se observé al estimular las células con concentraciones mayores de muscimol (entre
i y 10 uM). Por el contrario, la pregnenolona tuvo un ligero efecto inhibidor de la accion
del muscimol (figura 8), lo que estd se acuerdo con la literatura, que muestra que los

esteroides pregnen tienen efecto nulo o inhibidor sobre la accién del GABA (McEwen,
1991).

De nuestros resultados parece deducirse que:

{1} De los esteroides ensayados a las dosis mds bajas (100nM-1uM) (figuras 7.1, 7.2 y
7.3) se podria establecer el siguiente orden de potencia relativa: alfaxalona (80 %) >
dexametasona (50 %) > pregnanolona (35 %). Estos datos concuerdan con la literatura, en
la que est4 descrito que la alfaxalona tiene una gran potencia sobre las corrientes estimuladas
por activacién del receptor GABA,, en tanto que la pregnanolona tiene moderada eficacia
sobre este receptor y la dexametasona tiene poca eficacia como esteroide neuroactivo, siendo

m4s conocida por sus efectos antiinflamatorios a nivel genémico.

(2) De los esteroides ensayados a dosis mds altas (10-100 uM) (figura 7.3, 7.4 y 7.5), se
deduce que el THDOC, 3-OH-DHP y alfaxalona tienen un efecto mdximo similar de

aproximadamente un 75 % sobre la actividad basal del muscimol.

(3) En lfneas generales, existe una relacién inversa entre la concentracién de esteroide y
la de muscimol necesarias para obtener el pico de potenciacién maxima: cuanto mayor es la
concentracién de esteroide utilizada, menor es la de muscimo! requerida para observar el pico

de secrecién mdxima.

En nuestras manos, ningiin esteroide tuvo accién por s{ mismo a las concentraciones
ensayadas (tabla 1), lo cual estd de acuerdo con lo que ocurre en SNC midiendo flujos de CI'
(McEwen, 1991), si bien para algunos esteroides como la alfaxalona a altas concentraciones
{10-100 M), se ha descrito en las células cromafines un efecto directo sobre la activacidn

del canal del cloro del receptor GABA, en ausencia de GABA exdgeno (Cottrell et al.,
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1987), que posiblemente se deba a la potenciacién del efecto del GABA enddgeno, aunque
nosofros no observamos este efecto. No obstante este efecto es compatible con nuestra
observacidén de que mayores dosis de esteroides neuroactivos son capaces de potenciar el

efecto secretor de menores concentraciones de muscimol,

En resumen, los receptores GABA, en las células cromafines, son modulados por una serie
de fAirmacos, ansioliticos, sedantes, anticonvulsivantes y anestésicos, conocidos moduladores
de este receptor en el S.N.C, Es de destacar en sus efectos la acusada dependencia de la
concentracion de fArmaco utilizada, como ha sido observado también con estos moduladores
en el S.N.C. (Lin et al., 1992). El conocimiento del sistema del GABA y su modulacidn
farmacoldgica en la médula adrenal ofrece ademds una interesante proyeccién farmacoldgica
futura en el desarrollo de nuevas sustancias terapéuticas, como sedantes, anestésicos
generales y anticonvulsivantes, asf como un mejor conocimiento de la influencia del sistema

endocrino en la funcién del SNC.

Ya que muchos de estos compuestos, como los esteroides naturales son sintetizados
endégenamente por la corteza adrenal, principalmente en respuesta al estrés, los efectos aquf
descritos pueden tener importancia no sélo farmacolégica, sino también fisiolégica, ya que
estos esteroides podrfan actuar como moduladores enddgenos del receptor GABA, vy

contribuir asf a la modulacién de la secrecién de CAs por la médula adrenal durante el

estrés,

1.3. Estructura molecular del receptor: concordancia con su

modulacion farmacoligica

Nuestros resultados sobre la estructura de los receptores GABA, en la médula adrenal
indican que estdn compuestos por las siguientes subunidades: @, oy, By, B, B, ¥2 ¥ NO

contienen las subunidades o, o, o5 (figuras 12-14).
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Los receptores GABA,/BZ se han clasificado en BZ1 y BZ2 segun las subunidades o por
las que estdn formados (Schofield, 1989; Sieghart, 1989), Por contener la subunidad «, los
receptores GABA, de la médula adrenal son del tipo BZ!. Ello les confiere unas
caracterfsticas farmacoldgicas especfficas, como tener una alta afinidad para las B-carbolinas
{Sieghart, 1992), como hemos observade para el receptor GABA, de la médula adrenal
(figura 11C). El otro subtipo se denomina BZ2 y corresponde a un receptor que contiene las
subunidades o, s 6 o5 (Sato et al., 1989). Nosotros hemos demostrado que, al menos, las
subunidades o, y &, no estdn presentes en el receptor de la médula adrenal (ver figura 14).
Estos resultados (presencia de la subunidad e, y ausencia de &, y o) confirman los de Ymer
y col. (1989) sobre la presencia y ausencia, respectivamente, de sus correspondientes RNA

mensajeros (RNAm) en la médula adrenal.

La completa caracterizacién llevada a cabo con la subunidad ), nos habfa llevado a
concluir anteriormente que el receptor de la médula adrenal era homogéneo en cuanto a su
composicién de subunidades o (Parramdn et al., 1994a). Sin embargo, la demostracidn
posterior, aunque de manera preliminar, de la presencia de la subunidad ay, parece apuntar
la posible existencia de receptores formados por varias subunidades « diferentes (receptores
heterogéneos) como ha sido observado en otros tejidos (Léidens et al., 1991), Esta afirmacién

requiere, sin embargo, experimentacién adicional,

Si bien las subunidades o son a las que se unen las BZ y marcan su clasificacion
farmacolégica, las subunidades B son a las que se une el GABA y marcan el grado de
afinidad de este neurotransmisor por su receptor. Entre estas subunidades, las By, By By
parecen estar presentes en médula adrenal, resultado que confirma los anteriores sobre la
presencia de sus RNAm correspondientes (Ymer et al., 1989). La presencia de estas
subunidades B sélas o en combinacién con otras subunidades e o 7 les confieren la propiedad
de ser moduladas por corticosteroides (McEwen, 1991), como hemos confirmado en nuestros
resultados. Las subunidades § contienen sitios de fosforilacién por PKA en residuos de serina
(Burt et al, 1991). En nuestro caso hemos observado que el receptor GABA, se regula

negativamente cuando incrementamos los niveles de AMPc, tanto por activacién del receptor
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GABA, (Oset-Gasque et al., 1993), como por forkolina o andlogos no hidrolizables del
AMPc (Parramén et al., 1994d).

Por Gltimo, 1a presencia de la subunidad -y, (Parramén et al,, 1993) indica que el receptor
de Ia médula adrenal es susceptible de modulacién por BZ, como hemos observado, ya que
un receptor funcionalmente completo necesita la presencia de al menos una subunidad e, una
By una + (Sigel et al., 1992). Ademds, la presencia de esta subunidad condiciona su
insensibilidad al Zn** (Sieghar, 1992) ya que un receptor con la subunidad v, es insensible

a este catién, como confirman nuestros resultados (figura 9).

Seguin se ha descrito, la coexpresién de las subunidades o, B, y <y, produce un receptor
de alta afinidad para la unién de BZ en el que éstas potencian (los agonistas), reducen (los
agonistas inversos) o no afectan (los antagonistas) las corrientes de Cl inducidas por GABA
(Schofield, 1989). En nuestro caso, también se trata de un recepior de alta afinidad para las

BZ, ya que su K, es del orden de 4 nM (Parramén et al., 1994a).

La asociacién de las subunidades a«,, By, v, €8 muy frecuente en los réceptores del
cerebro, lo que sugiere que esta combinacion tiene una gran relevancia fisiolégica (Benke et
al., 1991). Ademds esta combinacién de subunidades conforma un receptor modulado por
ligandos benzodiazepinicos como es el caso del receptor de la médula adrenal. Por el
contrario, un receptor formado por las subunidades o 8, v, presentarfa una ECsy para el

GABA 100 veces superior a la normal y baja cooperatividad (Sigel et al., 1992).

Segtin el completo estudio de Araki y Toluyama (1992) la composicién de nuestro receptor
en médula adrenal serfa comparable a la de las siguientes estructuras cerebrales murinas:
capa granular del nucleo dentado del hipocampo, tiinica recta del Septum y drea ventrolateral
del tdlamo. Esto concuerda con los datos de afinidad de B-carbolinas, que eran muy préximos
a las de cerebelo, corteza cerebral e hipocampo bovinos (Duggan & Stephenson, 198B).
Pasando por alto las diferencias entre especies, ya que el receptor GABA, es un receptor

allamente conservado en la evolucién (Lasham et al., 1991), podrfamos concluir de estas
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comparaciones que el receptor GABA, de la médula adrenal podria ser muy similar al del
hipocampo. Esta conclusién parece confirmarse con datos fisiolégicos que indican que el
GABA parece tener un efecto excitatorio en el hipocampo (Fiszman et al., 1990) al igual que
en las células cromafines. Puesto que el GABA, ademds del hipocampo, tiene efecto
despolarizante en otras regiones del cerebro anterior, como en el nucleo estriado (Mercuri
et al, 1991), de manera m4s general podrfamos concluir que el receptor GABA, de las

células cromafines es muy parecido al de las estructuras del cerebro anterior.

Haciendo un andlisis global, si observamos que en la médula adrenal parecen estar
presentes dos subunidades a, tres By una y y que la estructura cuaternaria de un receptor
de GABA se asume que es pentamérica (Nayeem et al,, 1994), serfan posibles varias
combinaciones diferentes para un receptor GABA, en la médula adrenal. Ello conduce a
pensar que puedan exisistir diferentes isoformas del receptor, y que éstas puedan estar
presentes en distintos subtipos celulares, por ejemplo adrenérgicos y noradrenérgicos. Por
tanto, el efecto final del GABA dependerd de cual sea el subtipo de receptor maés abundante,
y esto podrfa explicar la variabilidad observada, a veces, en las respuestas del GABA través
de su receptor GABA, en diferentes cultivos celulares. Por otro lado, la posible
heterogeneidad de estos receptores con respecto a las subunidades «, comentada
anteriormente, podrfa explicar que los efectos potenciadores e inhibidores de las BZ sobre
la secrecién de CAs inducida por muscimol fueran mediados por subtipos de receptores, con

distinta afinidad para las BZ: alta (efectos potenciadores) y baja (efectos inhibidores).
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2. Receptores GABA,, en la médula adrenal: funcién y

mecanismo de accién molecular.

2.1. Funcién de los receptores GABA en la modulacion de la

secrecion de CAs por las células cromafines bovinas

En nuestro trabajo anterior presentado como Tesina (Tesina de M. Parramén, 1991),
habfamos puesto en evidencia que la activacién de los receptores GABA, de las células
cromafines por agonistas especificos inducfa una estimulacién de la secrecién basal de CAs,
asf como una inhibicién de los efectos secretores inducidos por la activacién de otros

receptores especfficos, como los colinérgicos nicotinicos y los de GABA,.

El efecto estimulador de la secrecién basal de CAs era dependiente de Ca®* extracelular
y paralelo a la liberacién de otros componentes granulares, como la DBH, por lo que la
secrecién debida a la activacién de los receptores GABAy parecfa tratarse de una verdadera
exocitosis. Ademds, segin se demuestra en esta Tesis; esta accién estimuladora es
consecuencia de su efecto despolarizante de la membrana (figura 15), efecto especifico, ya
que es revertido por el antagonista CGP 35.348 (figura 15), lo que darfa lugar a la activacién
de canales de Ca?* dependientes de voltaje, entrada de Ca?* al citosol, y, en consecuencia,

vertido de las CAs contenidas en los granulos al exterior celular.

El efecto inhibidor del receptor GABA, de estas células sobre Ia secrecidén de CAs
inducida por activacién de los receptores nicotinicos y GABA, es también apoyado por un

efecto inhibitorio paralelo del potencial de membrana y de los niveles de Ca’* intracejular

inducidos por estos agonistas (figura 16).

El receptor GABA, por consiguiente, parece ser un receptor que participa en la funcién

de la células cromafines teniendo efectos propio y modulando la actividad de otros
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receptores. Estudiaremos, a continuacién, los mecanismos de accién por los que estos

receptores ejercen su funcidn,

2.2. Mensajeros intracelulares implicados en las respuestas
funcionales de los receptores GABA, de las células

cromafines bovinas

2.2.1. Implicacion del AMPc

Tras numerosos ensayos desde diferentes abordajes, hemos podido constatar la implicacién
del AMPc en los efectos secretores de los agonistas GABA,. Esta afirmacién se basa en las

siguientes evidencias experimentales:

1) Los agonistas GABA,, inducen una elevacién dependiente de la dosis de este nucledtido
cfclico (Tesina de M. Parramén, 1991; Oset-Gasque et al., 1993). El incremento de
AMPc parece ser debido a una estimulacién directa de la protefna G,, activadora de la
adenilato ciclasa (A.C.), ya que las toxinas bacterianas pertusis (que inhibe la proteina
G,, inhibidora de A.C.) y colérica (activadora de la protefna G,) potencian o no afectan,
respectivamente, la accién de Jos receptores GABA, sobre la secrecién (Tesina de M,
Parramén, 1991, Oset-Gasque et al., 1993). La activacion de otras ciclasas, como la

guanilato ciclasa, no parecen, sin embargo estar implicadas (figura 29).

9) Existe una correlacién directa muy significativa entre los niveles de AMPc y la secrecidn

de CAs inducidos por la accién de los agonistas GABA; (Figura 30).

3) Sustancias que elevan los niveles intracelulares de AMPc, como la forskolina, andlogos
no hidrolizables del AMPc y diversos agonistas que estimulan la adenilato ciclasa,

producen un efecto similar al de los agonistas GABA, sobre la secrecién de CAs (Tesina
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de M. Parramén, 1991; Parramén et al., 1994d), asf como sobre la despolarizacidn de

la membrana plasmdtica (figura 17) y la elevacién del Ca®* intracelular (figura 19}

Por las evidencias previas de la implicacién de este nucledtido ciclico en el mecanismo de
accién de los receptores GABA,, (reflejadas en la Tesina de M. Parramdn), desde el inicio
de los trabajos de investigacién destinados a la elaboracién de esta Tesis hemos realizado
siempre en paralelo el estudio de los efectos de diversas sustancias que elevan los niveles
intracelulares de AMPc junto al de los agonistas GABA,, como se puede apreciar en el
apartado de resultados (IV), por lo que en el presente apartado aparecerdn muchas veces

comentadas conjuntamente.

Este estudio conjunto nos llevé incluso a plantearnos la hipétesis del posible papel
funcional del AMPc como mensajero intracelular implicado en la exocitosis de CAs en la
médula adrenal, tema que quedaba sin resolver en la literatura existente. Para este estudio
realizamos una serie de estimulaciones con sustacias que elevan los niveles de AMPc por
estimulacién de un receptor extracelular (VIP, agonistas adenosinérgico y B-adrenérgicos,
GABA}) sélos o coestimulaciones de los mismos junto con la forskolina, que, como se ha
indicado anteriormente produce una estimulacién directa de la adenilato ciclasa. Al establer
los diagramas de correlacién entre la secrecidn de CAs y los niveles de AMPc producidos
en estas condiciones, observamos que el AMPc incrementaba la secrecion de CAs de manera
directa y acusada tinicamente cuando sus niveles intracelulares no exceden de 3-4 veces los
niveles basales (figura 31), como corresponderfa a una estimulacién con agonistas GABAg.
Sin embargo, niveles superiores hacen que la correlacién disminuya, hasta hacerse no
significativa cuando los niveles de AMPc alcanzados exceden de 7 veces los basales (figura
31). De ello se deduce que el AMPc es un mensajero intracelular regulador de la secrecién
de CAs por las células cromafines, que ejerce sus acciones de forma dependiente de los
niveles en los que se encuentre en ellas, como muy recientemente han observado también
Morgan y col. (1993), quienes muestran que €l AMPc tiene un efecto bifdsico sobre la
secrecién en células permeabilizadas dependiente de Ca®*, produciendo un pico de secrecidn

a concentraciones en torno a 1 uM y voviendo a os niveles control a concentraciones de 1
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mM. Ello podrfa estar relacionado con procesos de fosforilacién-defosforilacién, que
compiten entre sf en su accién sobre canales de Ca’* dependientes de voltaje o protefnas del
citoesqueleto implicadas en la secrecién de CAs (Amstrong, 1989), Nuestros resultados
podrfan justificar también la alta variabilidad de resultados encontrados por los diferentes
autores en las respuestas del AMPc en las células cromafines (Baker et al., 1985; Tsujimoto
et al., 1986; Cheek & Burgoyne, 1987; Marriot et al.; 1988; Morita et al., 1987a y b; Bott
et al., 1991), lo que nos llevé a plantear este trabajo de investigacién (Parramdn et al.,
1994d). No obstante, pese a todas las controversias, en la literatura encontramos trabajos en
los que se ha observado que el uso de ciertas sustancias que producen AMPc, como el
péptido intestinal vasoactivo (VIP) (Wilson et al., 1988) o el péptido activador de la adenilato
ciclasa de pituitaria (PACAP) (Isobe et al., 1993) parecen incrementar la secrecién de CAs

en las células cromafines, como nosotros afirmamos.

2.2.2. Implicacién del Ca**

2.2.2.1. Elevacidn de los niveles basales v regulacidn del Ca*t
inducido por otros_receptores

La activacién de los receptores GABA, produce un incremento dependiente de la dosis de
los niveles de intracelulares de Ca*. La ECy, de este efecto es de 25+6 M (APPA) ode
60+ 10 M (baclofén) (figura 18), concentraciones menores a las observadas para producir
su efecto sobre la secrecion de CAs. Esta diferencia podrfa explicarse porque se necesitaran
mayores concentraciones de agonista para observar el efecto fisioldgico, la secrecion de CAs
que para elevar el Ca?*, por ser éste un primer eslabdn del proceso que conduce a la
exocitosis, o dicho de otra manera, que se necesite una determinada concentracién de Ca’*
intracelular y, por tanto, una dosis alta de agonista que lo incremente, para producir la
secrecién de CAs. Por esta razén, en nuestros experimentos usamos una dosis méxima de

agonista (500 pM) para asegurar un incremento méximo de Ca?t,
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Fl incremento de Ca?* intracelular por activacién de los receptores GABA, es muy
novedoso en la literatura, puesto que estos receptores se han ligado siempre a efectos
fisioldgicos inhibitorios, y en particular a una disminucidn de la conductancia del Ca?* (Hosli
et al.,, 1990). No obstante, recientes trabajos muestran que los receptores GABA,
incrementan Jos niveles intracelulares de Ca?* en astrocitos tipo T (Nilsson et al., 1993) o en

las células granulosas del cerebelo (Erausquin et al., 1992).

Ademss de este incremento de 1a [Ca?*],, la activacién de los receptores GABAy asf como
la estimulacién de las células con pClpAMPc o forskolina (que también originaron un
incremento de [Ca®*), , figuras 18 y 19), causaron una disminucién en los niveles de Ca?*
inducidos por la activacién de otros receptores, como nicotinos (figuras 27A y 28) y GABA,
(figura 27B y 28). Este resultado, junto con el de la misma inhibicidn paralela del potencial
de membrana (figuras 16 y 17) confirma la idea de que los receptores GABAj modulan la
aclividad de los receptores nicotfnicos y GABA, por fosforilacidn, idea reflejada en el

esquema 15, apartado 1.3.6.

Puesto que en el proceso de liberacién de CAs estdn implicados una serie de
acontecimientos, en los cuales el Ca’* tiene un papel fundamental, quisimos realizar un
estudio mds profundo del origen de la elevacion de Ca?* producido por activacién de los
receptores GABA; y, en paralelo, estudiar si el AMPc tenfa unos efectos semejantes, lo que
confirmarfa nuestra hipdtesis de que las acciones del receptor GABA, discurren por la

formacion de este nucleétido ciclico.
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2.2.2.2. Origen del Ca’t movilizado por agonistas GABAg

Para estudiar si la elevacidn de [Ca?*); producida por los agonistas GABA, se debia a su
entrada del medio extracelular o a su liberacién de los depdsitos intracelulares, procedimes
a bioquear la entrada de Ca’* del medio extracelular por diferentes estrategias
experimentales, La primera fue adicionar EGTA 4 mM al medio, suficiente para quelar el
Ca?* extracelular y la segunda fue disminuir el Ca®* extracelular a una concentracién
equimolar a la intracelular con una mezcla adecuada EGTA/CaCl,. En ambos casos s
observé una notable disminucién de los niveles de Ca?* inducidos por estas sustancias, 1o que
indicaba que la mayor parte del Ca** movilizado por los agonistas GABA,, aproximadamente
un 70 %, procedfa del medio extracelular y el 30 % restante procedfa de la liberacion desde
compartimentos intracelulares, por lo que procedimos a estudiar con detenimiento ambas

coniribuciones.

Para determinar la via de entrada del Ca®* a partir del medio extracelular, procedimos
a bloquear su paso a través de los canales de Ca®* dependientes de voltaje mediante el uso
de antagonistas especfficos, nifedipina, para bloquear la entrada a traves de los canales tipo
L, y w-conotoxina, para bloquear la entrada a través de los de tipo N. El pretratamiento con
nifedipina produjo una disminucién de las concentraciones de Ca?* intracelular semejente a
Ja observada al quelar el Ca?* extracelular con EGTA, mientras que con w-conotoxina no se
observé una disminucién significativa de la concentracién de Ca®* intracelular, lo que
indicaba que la entrada de Ca?* producida por activacidn de los receptores GABA, se realiza
a través de un canal de Ca?* dependiente de voltaje tipo L, mientras que el tipo N no
interviene en la actividad de estos receptores. Este resuitado contrasta con los de otros
trabajos que afirman que los receptores GABA; en el SNC interaccionan con los canales N
(Huston et al., 1990), T (Scott et al., 1990) o P (Mintz & Bean, 1993) y no con los L, y con
otros que afirman que el efecto de los agonistas GABAy es aditivo con el de la nifedipina
(Bowery et al., 1989). Sin embargo, concuerda con la idea de que el AMPc estimula la
entrada de Ca?* a través de canales tipo L, como se ha demostrado en células B-pancredticas

(Ammala et al., 1993).
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Ademds de la entrada de Ca’* del medio extracelular, nuestros resultados indicaban que
existfa también una cierta cantidad de Ca®* que parecfa proceder de la maovilizacién de los
depésitos intracelulares, y que era aproximadamente un tercio del total de Ca’* inducido

por activacién del receptor GABA,;, que estudiamos a continuacién.

Come habiamos indicado anteriormente, en las células cromafines adrenales, existen dos
grandes compartimentos intracelulares que almacenan Ca?*: uno de ellos es sensible a IPs,
asociado cldsicamente al retfculo endopldsmico, y el otro es el denominado sensible a cafeina,
que participa en el mecanismo de liberacién de Ca®* inducida por Ca®* o calcium-induced-
calcium-release (CICR) (O'Sullivan & Burgoyne, 1989).

Para estudiar la contribucién de cada uno de estos dos compartimentos intracelulares a la
elevacién de [Ca?*]; producida por agonistas GABAy, procedimos a medir los niveles de Ca**
inducidos por los agonistas GABA, en ausencia de Ca®* extracelular, y tras la depleci6n del
Ca’™ de depdsitos intracelulares bien con la angiotensina II, cldsico agente productor de IPs,
y por tanto movilizador del Ca?* del reticulo endopldsmico, o con cafefna, que moviliza el
Ca®* del compartimento insensible a IP;. Cada una de estas sustancias en ausencia de Ca?*
extracelular fueron capaces de incrementar los niveles de Ca’* intracelulares en diferente
cuantfa, siendo la cafeina algo mds potente que angiotensina II (figuras 22B y C) y ambos
mds que los agonistas GABA, (figura 22A). El pretratamiento con angiotensina 1 bloqued
fotalmente la respuesta del APPA y del baclofén (figura 22B), mientras que el pretratamiento
con cafefna no afectd la respuesta de estos agonistas, observando sélo una muy ligera
dismincién no significativa con respecto al efecto de los agonistas sin tratamiento previo con
esta xantina (figura 22C). Esta pequefia disminucién también fue observada sobre la respuesta
de la angiotensina 11 al realizar el mismo pretratamiento (figura 22D), lo que apoya la idea
de que en las células cromafines podrfa existir un compartimento mixto, sensible a laveza
cafefna y a IP; (Pruss et al, 1991). La combinacidn de angiotensina II y cafefna, como era

de esperar, bloque6 totalmente la respuesta del receptor GABAg (figura 22C).
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Por lo tanto, nuestros resultados indican que la liberacién de Ca** de los depdsitos
intracelulares producida por activacién de los receptores GABA, se realiza a partir del
compartimento sensible a IP;, resultado que ha sido confirmado por el hecho de que tanto
el APPA como el baclofén fueron capaces de incrementar los niveles de [Py de forma

dependiente de la dosis (figura 23).

2.2.2.3. Relaciones entre el Ca’* vy la respuesia secretora

Para estudiar la implicacién del Ca** en la secrecién de CAs inducida por activacion de
los receptores GABA,,, estudiamos la secrecion de CAs producida por APPA y baclefén en
presencia y en ausencia de Ca* extracelular. El efecto secretor se estudié tanto a tiempo real
(t=segundos) como a tiempos mds largos de estimulacién (t=minutos), como se indica en

Material y Métodos.

En medidas de secrecién de CAs a tiempo real y en presencia de Ca’* extracelular 2.5
mM, los agonistas incrementaron muy significativamente la secrecién de CAs, pero en
ausencia de Ca?* la secrecién de CAs fue nula (figura 25), de lo que se deduce que el Ca’*
extracelular es absolutamente necesario para que se produzca la secrecién. A tiempos mis
largos de incubacién (t= 10 minutos) y en presencia de Ca®t extracelular, los agonistas
GABA, produjeron, un efecto secretor dependiente de la dosis (Oset-Gasque et al., 1993),
Sin embargo, en ausencia de Ca** extracelular la secreci6n fue muy pequefia, en torno a un

30 % de Ia obtenida en presencia del mismo (figura 24) y estad{sticamente no significativa.

La diferencia entre los resultados sobre la secrecién en ausencia de Ca’* extracelular
obtenida a tiempo real o en periodos mds largos de incubacién se podrfa explicar por el
modelo de exocitosis propuesto por Neher y Zucker (1993). Segin estos autores, las
vesiculas de almacenamiento de CAs se dividen en tres diferentes grupos segin su

proximidad a la membrana plasmética. Asf, las vesiculas mds alejadas producirdn una
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secrecién mds retardada, puesto que tienen que pasar sucesivamente por las diferentes
»estaciones” de vesiculas. Por ello pensamos que la liberacién de Ca’* de los depdsitos
intracelulares en el caso de la estimulacién a tiempos largos podrfa promover el movimiento
de estas vesfculas més lejanas, que irfan aproximéndose a la membrana plasmdtica y
preducirfan finalmente una pequefia secrecién. No obstante, en nuestro caso, la contribucidn
de la movilizacién de Ca?* de los depdsitos intracelulares no se puede considerar como
importante en la respuesta secretora a la que dan lugar los receptores GABAy, y esto lo
demuestra el hecho de que no sea estadfsticamente significativa y de que la correlacin entre
los valores de IP, (responsable de la movilizacién del Ca?*) y la secrecidn de CAs inducida
por la activacién de estos receptores tampoco sea significativa ni para el APPA (figura 31A)

ni para el baclofén (figura 31B).

También otros autores han observado en células cromafines porcinas que la [Ca™);
inducida por activacién de los receptores muscarfnicos, en ausencia de Ca?* exiracelular
disminuye aproximadamente 2/3 respecto a la conseguida en presencia de Ca?* (Xu et al,,
1991) y este tratamiento disminuye la secrecion un 70 % (Xu et al., 1992), resultados que
son plenamente concordantes con los obtenidos en nuestro laboratorio (Parramén et al, -
1994¢), El Dr. N. Bowery, quien por primera vez menciond la existencia de los receptores
GABA,;, afirma que el receptor del SNC es comparable a los receptores A, adenosinérgicos
(Bowery, 1993). Nosotros hemos observado, sin embargo, una gran analogfa entre las
acciones mediadas por los receptores GABA, en las células cromafines bovinas y las del
receptor muscarfnico de diversas especies (porcina, canina, felina) en lo que respecta a la
dependencia del Ca®* en la secrecién de CAs (Xu et al., 1992; Ohtsuki et al., 1992) e

incluso en su capacidad de despolarizar las células (Uceda et al, 1992).

Otra respuesta del receptor GABA; estudiada paralelamente en ausencia y en presencia de
Ca extracelular fue Ia formacién de AMPe, La ausencia de Ca** extracelular disminuyé
nolablemente la formacién de AMPc inducido por agonistas GABAy, lo que sugiere la
exisiencia de una estrecha relacién entre ambos segundos mensajeros. Esta relacién se podria

establecer a varios niveles, como comentamos a continuacion.
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2.2.3. Interrelaciones funcionales entre los mensqjeros intracelulares
inducidos por activacién de los receptores GABA en las células

cromafines: mecanismo de accion molecular propuesto.

Los resultados de esta Tesis apuntan a que tanto el Ca** como el AMPc parecen ser los
segundos mensajeros que median la respuesta de los receptores GABA; sobre la secrecion
de CAs y que existe una correlacién directa entre la secrecién de CAs tanto con los niveles
de AMPc, como con las elevaciones de Ca’* intracelular promovidos por los agonistas
GABA,, (figura 30). Las relaciones entre ambos segundos mensajeros han sido ampliamente
discutidas en la literatura cientifica. Hemos intentado recoger aquf algunos de los niveles en

los que estos mensajeros se relacionan o entrecruzan sus mecanismos,

En cuanto al AMPc, estd descrito que este segundo mensajero puede fosforilar, por
activacién de 1a PKA, los canales de Ca?* dependientes de voltaje (Chern et al., 1988). De
hecho, en células B-pancredticas se ha visto que el AMPc estimula el influjo de Ca?* a través
de canales tipo L (Ammala et al., 1993). No obstante, algunos autores sugieren gue esta
fosforilacién puede no ser suficiente para abrirlos. Ya que los canales son activados
fisiolégicamente por cambios en el voltaje, es légico pensar que haya una despolarizacion
previa a la entrada de Ca?* a través de los mismos. Esta despolarizacién podrfa ocurrir por
un incremento en la concentracién de Na* intracelular, debido a que la PKA puede fosforilar
la Na*-K*-ATPasa, inhibiéndola (Lingham & Sen, 1982; Morita et al., 1991b). El aumento
de Na* intracelular podrfa promover, ademds, la inversién del transportador Na*-Ca’*, con
el consiguiente incremento en la concentracién de Ca?* intracelular (Morita et al,, 1991a).
Estos mecanismos apoyan nuestro resultado de que el AMPc es capaz de producir por sf
mismo incrementos en el potencial de membrana, incrementos de Ca’* intracelular, y, como
consecuencia, estimulacién de la secrecién de CAs. Sin embargo, Morita y col. no observan

que el AMPc tenga efecto alguno sobre la secrecién basal de CAs (Morita et al., 1987a),
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El AMPc, por activacién de la PKA también podrfa activar otros canales de Ca’* que no
fueran dependientes de voltaje, como los canales tipo G (Ceiia et al., 1991), los canales de
Ca* "facilitadores", que contribuyen al incremento de las corrientes de Ca** (Artalejo et al.,
1990), facilitando los procesos celulares dependientes de Ca?*, como la exocitosis u otros
canales de Ca?* activados direciamente por AMPc similares a los del bulbo olfatorio
(Kurahashi, 1990), aunque la presencia de estos dltimos canales no se ha estudiado todavia

en las células cromafines.

Por dltimo, los efectos del AMPc podrdin relacionarse con el bloqueo de los canales de
K* implicados en el mantenimiento del potencial de reposo de las membrana, lo que
conducirfa a una activacién inmediata de los canales de Ca’* dependientes de voltaje. Este
mecanismo ha sido demostrado recientemente por Gonzdlez y col. (1993), que observan
¢émo el bloqueo de la corriente de salida del K* con tetraetilamonio produce una
despolarizacién de la membrana de'la célula cromafin, elevacién sustancial de [Ca®*]
citosélica e incremento dependiente de la dosis de la secrecidn de CAs, siendo estos efectos

bloqueados parcialmente por nifedipina y mejorados por BAY K 8644,

Ademds de estos mecanismos tempranos, la fosforilacién de protefnas por PKA podrfa
afectar algunas protefnas del citoesqueleto implicadas en la exocitosis de las CAs en un
eslab6n posterior a la entrada de Ca®* y ayudar asf a mantener un conjunto de grdnulos de
liberacién rdpida, probablemente por afectar directamente su movilizacidn o su fusién con
la membrana plasmitica, contribuyendo a la amplificacién de la exocitosis dependiente de
Ca* en las células cromafines. Estos mecanismos podrfan estar relacionados con la
despolimerizacién de la red de actina que podrfa permitir la aproximacidn de los granulos
a los sitios de anclaje en la membrana plaémﬁtica o 1a separacién de protefnas similares a la
sinapsina de la membrana vesicular de su anclaje a los microfilamentos de actina que unen

los granulos al citoesqueleto (Llinds et al., 1991).

Por su parte, el Ca* podrfa también incrementar la produccién de AMPc, por activacién

de una isoenzima de la adenilato ciclasa dependiente de Ca’*-calmodulina, (Keogh & Marley,
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1991), ya que estos autores han observado que el Ca?* no inhibe la degradacién del AMPc
ni su salida de la célula. En nuestro caso, observamos este efecto cuando impedimos la
entrada de Ca?* extracelular, y obtenemos un incremento menor en los niveles de Ca?*
inducidos por activacion de los receptores GABAj. En estas circunstancias, el AMPc también
suffe un menor incremento respecto al obtenido en presencia de Ca?*, pero curiosamente,
se mantiene la misma proporcién de disminucidén en el AMPc y en el Ca?*, Por ello
pensamos que los incrementos en el AMPc y en el Ca?* no son acontecimientos aislados, y
que uno y otro se entrecruzan a diferentes niveles y se potencian; de hecho, como hemos
comentado anteriormente existe una correlacién estad{sticamente significativa entre el AMPc
y ¢l Ca?* (figura 30).

Si quisieramos establecer un orden de acontecimientos, segln nuestros datos, el AMPc
iniciarfa los pasos necesarios para producir la entrada de Ca’* extracelular, que seria el
m4ximo responsable de la secrecién, Por su parte, el Ca?* elevado podrfa: activar la PLC,
ya que es una enzima dependiente de Ca*, producir la salida de Ca’* de los depdsitos
intracelulares y estimular la adenilato ciclasa dependiente de CaCaM produciendo un
incremento adicional del AMPe¢, lo que tendria una contribucién adicional pequefia a la
secrecién. El mecanismo por el cual el AMPc producirfa la salida de Ca’* de los depdsitos
intracelulares serfa por un incremento del IP,, ya que aunque el receptor de IP, tiene un sitio
de fosforilacién inactivante por PKA, se ha visto que diferentes sistemas acoplados a
proteinas Gs, lo estdn también a proteinas G relacionadas con la fosfolipasa C (Delporte et
al,, 1993). M4s atin, se conoce que el polipétido activador de la adenilato ciclasa de la
pitvitaria (PACAP), que incrementa los valores de AMPc en células cromafines porcinas,
produce ademds un incremento del Ca®* intracelular, procedente tanto del medio extracelular
como de compartimentos intracelulares y un incremento en los valores de IP, (Isobe et al.,

1993). Todos estos mecanismos se reflejan en el esquema 18.
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Esquema 18. Modelo del mecanismo de accién propuesto para los receptores GABA, en las células
cromafines bovinas y su relacidn con la secrecién. La activacion de Jos receptores GABA, produce la apertura
de los canales de Ca?* dependiente de voltaje tipo L. y una salida de los depdsitos intracelulares sensibles a IP,,
cuya contribucién respectiva es 2/3 y 1/3 del total del Ca®*incrementado por los agonistas GABA,. La
aclivacién de estos receptores produce ademds 1a formacién de AMPc por activacidn de las protefnas Gs que
activan la adenilato ciclasa. £l AMPc produce también una entrada de Ca®* por los mismos canales tipo L.
Todo ello conduce a una elevacién de la secrecién de CAs, en los porcentajes que se detallan en la figura.
Acciones sirmilares se han descrito para el polipéptido activador de la adenilato ciclasa de pituitaria (PACAP)
(Iscbe et al., 1993). Esquema tomado de Parramén et al., 19094b,
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2.3. Modulacion de la actividad de los receptores GABA; por

Josforilacion

Los receptores GABAj parecen ser modulados por fosforilacién por PKA y PKC en el
SNC (Kamatchi et al., 1990), disminuyendo su actividad. Nuestros resultados parecen
confirmar que también la fosforilacién de los receptores GABAy en las células cromafines
tanto por la PKA (figura 33) como por la PKC (figura 34) es capaz de inhibir su accidn, La
inhibicién por PKC comprobamos que era especifica, ya que la estaurosporina, un inhibidor
de la PKC previno el efecto inhibitorio del TPA (activador de la PKC) sobre la accion
secretora de los agonistas GABA,, (figura 35).

Estos resultados indican que, a pesar de las diferencias encontradas entre los receptores
GABA, de las células cromafines y los de otros tipos celulares con respecto a su mecanismo
de accidn, la regulacién de estos receptores parece ser comiin, Si se tiene en cuenta que los
receptores adrenales incrementan los niveles de AMPc, surge la interesante posibilidad de

que estos receptores se puedan autorregular.

2.4. Comentarios finales

Fl receptor GABA, de las células cromafines de Ja médula adrenal no habfa sido
anteriormente muy estudiado en la literatura. En los dltimos afios, tras la confirmacién de
su presencia en la médula adrenal (Martinez et al., 1987; Castro et al., 1988) y su posible
funcionalidad (Castro et al, 1989), tan sélo ha aparecido un trabajo de Doroshenko y Neher
(1991} en el que se estudiaban los efectos de Ja activacién de los receptores GABAp sobre
las corrientes de Ca’* por técnicas de patch-clamp, cuyos resultados coincidian con los
Muesiros en cuanto a que la activacién de estos receptores disminuye la [Ca®*}; inducida
{Oset-Gasque et al., 1993), en su caso por K* (Doroshenko & Neher, 1991).
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Bl mecanismo de accidon de los receptores GABA de 1la médula adrenal es, como hemos
detallado, diferente del observado para los mismos receptores en el SNC. Sin embargo, las
respuestas de este receptor son muy variables de unos tejidos a otros, y se han justificado
reiteradamente en la literatura por la heterogeneidad de receptores GABAj existente
(Bonnano & Raiteri, 1993). Hasta el momento, no se ha podido profundizar en el estudio de
su estructura, ya que sélo se ha comenzado la purificacién por inmunoafinidad de los
receptores de la corteza cerebral, disponiendose actualmente de anticuerpos monoclonales
especificos que podrdn permitir la mejor caracterizacién de la estructura del receptor
(Nakayasu et al., 1993; Kuriyama et al., 1993). El uso de las herramientas que ofrece la
Biologfa Molectular serd sin duda de gran ayuda en el futuro para esclarecer la
heterogeneidad de los receptores GABA; tanto del SNC como del SNP, asi como la

diversidad de respuestas funcionales de los mismos.
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Conclusiones

El presente estudio de los mecanismos de accidn y caracteristicas de los receptores de
GABA (GABA, y GABA,) en las células cromafines de médula adrenal bovina ha dado lugar

a las siguientes conclusiones:

1°,- Los receptores GABA, de las células cromafines de la médula adrenal bovina
estimulan la secrecién basal de CAs. Esta funcién es modificada por diversos farmacos
conocidos moduladores de la actividad de los mismos receptores en el SNC, como son las
benzodiazepinas (BZ), B-carbolinas, barbitiiricos y esteroides neuroactivos, no teniendo
ninguno de estos compuestos por si mismo efecto sobre la secrecién basal. Los efectos
moduladores son potenciadores o, en algunos casos, inhibidores, dependiendo de la

concentracién de muscimol utilizada.

2°%.-  Los ensayos de unién al equilibrio de BZ y B-carbolinas indican que estas sustancias
se unen especfficamente con una alta afinidad a membranas de médula adrenal, con Ky
similares a las del cerebro, Estos resultados junto a los de secrecién muestran que se trata
de un receptor de BZ de tipo central, sin descartarse la posible existencia de un receptor de
BZ de tipo periférico, aunque éste no parece participar en la regulacion de la secrecién basal

de CAs,

3°.- El receptor GABA, de la médula adrenal estd compuesto estructuralmente por las
siguientes subunidades: o, oy, By, B,, Bs, v, ¥ carece de las subunidades o,, o5 ¥ oy Esta
estructura molecular le confiere unas ciertas caracter{sticas farmacol6gicas tedricas que
coinciden con las encontradas experimentalmente. Por confener la subunidad o es un
receptor de tipo BZ1, con alta afinidad por las 8-carbolinas, La presencia de dos tipos
distintos de subunidades «, tres B y una v, hace pensar la posible existencia de receptores
heterogéneos en las células cromafines, que podrian estar presentes en los distintos tipos

celulares cromafines.
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49..  El receptor GABA, de las células cromafines de la médula adrenal bovina modula
especificamente la secrecidn basal de CAs en dichas células, asf como la respuesta secretora
y la funcionalidad de otros receptores como los colinérgicos nicotinicos y los de GABA,. El
mecanismo de accién molecular por el que lleva a cabo su funcidn estd relacionado con la
generacién de los segundos mensajeros: AMPc y Ca’*, cuyos incrementos se correlacionan
directamente con los efeclos secretores producidos por estimulacidn de las células con
agonistas GABA,. Ambos mensajeros intracelulares interaccionan entre sf para producir la
respuesta secretora, La elevacién de Ca®* intracelular llevada a cabo por los agonistas
GABA, se ejerce principalmente por influjo del mismo a través de canales de Ca®*
dependientes de voltaje de tipo L y por una pequefia movilizacidn de Ca®** del retfculo
endopldsmico, causado por el incremento en los niveles de IP; que producen estos agonistas,
El IP, no parece relacionarse con la respuesta secretora. Otro mensajero intracelular, el

GMPc, no parece intervenir en la accién de los receplores GABA,.

5% . El AMPc tiene por s{ mismo un efecto activador de 1a secrecién basal de CAs en
células cromafines bovinas y un efecto inhibidor de la secrecidn inducida por activacién de
receptores colinérgicos nicotfnicos y de GABA,. El efeclo secretor del AMPc depende
estrechamente de los niveles intracelulares del mismo, siendo positivo sélo en los casos en
los que se eleva hasta 3-4 veces sus niveles basales. Esto podrfa explicar los resultados

conflictivos existenies en la literatura sobre este tema,

6°.- Los receplores GABA,, parecen regularse por fosforilacién por PKA y PKC.
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MECHANISM THROUGH WHICH GABA, RECEPTOR
MODULATES CATECHOLAMINE SECRETION FROM
BOVINE CHROMAFFIN CELLS
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Abstract—The actions and mechanism of GABAergic modulation of catecholamine secretion (rom
isolated bovine chromaffin cells were investigated, The GABA,, receptor agonist muscime] induced a fast
rise in cytosolic [Ca?*]. The mean peak increase was 290 + 30 nM over basal levels. The increase [n
cytoselic [Cal*| was abolished in the absence of extracellular {Ca’ ] and was blocked by the GABA,
antagonist bicuculline and the dihydrapiridine nifedipine, Muscimol also elicited Ihe release of catechol-
amines and increased the bisoxonol Auorescence indicating a eell depolarization, The fCa?+) entzy was
well correlated with muscimol-evoked calecholamine secretion, When cells were (reated with muscimol
and a second secrelagopue, a biphasic behavior was revealed, Muscimal enhanced the catecholamine
release evoked by low concentrations of nicotine or K *, whereas release obtained at high concentralions
of nicotine or K* was actually inhibited. When the muscimol eflect on membrane potential was siudied
in the presence of low K* or nicotine concentrations, an enhancement af the bisoxonol fivorescence was
observed. This effect was reversed al high concentrations of both K * and nicotine, Measurement of ®Cl-
Auxes showed an increase in membrane permeability o Cl~ during muscimol stimulation. The influx or
effiux in CI- was dependent on membrane potentiat. In normal conditions, with & K* concentration of
5.4 mM, a Cl- efflux was observed by both radiometric techniques, with *Cl- and by the use of the
chloride-sensitive fivorescent probe 6-methoxy-N -(3-sulphoprapil)quinolinium, 23 indicator of intracellu-
lar Cl-. At high nicotine (20 mM) or K+ concentrations {105 mM) a CI™ influx was observed using
&mclhoxy-N-(3-sulphapropil)c}uino]inium. Equilibrium potential for CI- was placed at ~51.4 3 2.0 mV
by indepeandent estimation of *Cl- distribution across membrane.

These resulls suggest a dual, modutatory role for GABA in the adrenal medulia. Its probable mechanism
and implications are discussed. ‘

JABA, the main inhibitory neurotransmitter in the
uain, is also present in peripheral tissues, where it
an have a [unctional role in the regulation of
wrmone secretion.!? GABA and GABA-related
mzymes have been localized in the adrenal
nedulla*'%1® and in chromaffin cells,” and GABA-
1gic nerve fibers have been described in canine and
»wvine adrenals. ¥

Samgiah et al*® reported for the first time that
JABA elicited catecholamine (CA) release from
solated bovine adrenals and more recently (his
timulatory action of GABA has been confirmed in
solated chromaffin  cells.™* However, GABA
iwdion on the whole adrenal gland has proved more
wmplex. GABA increases the basal secretion of
TAS B2 while it reduces the secretery response
ficited by electrical stimulation of the gland.'®*

“To whom correspondence shoutd be addressed.

dbreviations: bisoxonol, bis-[!,3-diethylthiobarbiturate]
trimethine-oxonol; CA, calecholamine; {Ca**|;, intra-
cellular calcium concentration; DMEM, Dulbecco's
modified Eagle's medium; DIDS, 4,4-diisothiocyanata-
slilben-2,2-disulphonic acid; Eg, equilibrium potential
or C=; EGGTA, ethyleneglycolbis(aminoethylether)ietra-
acelate; SPQ, 6-methoxy-N-(3-sulphpropil)quinolinium.

Recently, we described the presence of two popu-
lations of GABA receptors in bovine adrenal
medullary membranes, namely GABA, and GABA,
receptors.** Each one exerts opposite effects on CA
release, one activating and the other inhibiting the
secretion of CAs." In the present study we investi-
gated whether GABA, receplor-ediated actions,
provide a dual, modulatory role for GABA, recep-
tors in chromaffin cells. This GABA effect could be
activator or inhibitor, depending on membrane po-
tential. Part of these results has been presented in
preliminary form.»

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials

FURA 2AM bis+||,3-diethylthiobarbiturate]irimethine-
oxonol {bisoxonol) and é-methoxy-N-(3-sulphopropil)-
quinalinium (SPQ}) were purchased from Molecular Probes.
Dulbecca’s Modified Eagle’s medium (DMEM) and fetal
call serum were from GIBCO. Collagenase (EC 34.4.19)
was obtained [rem Boehringer. Muscimol, bicuculline,
picrotoxin, nifedipine, 4,4-diisolhiocyanatostilben-2,2-disul-
phonie acid (DIDS) and furosemide were from Sigma
Chemicals, [U-"C]Sucrcse and ¥Cl1- were purchased rom
Amersham Int; *H,0 was from Packard. All other chemi-
cals were reagent grade products from Merck.
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Elmer spectrofiuorometer. Effectors were added at indicated
concentrations, Conlrols were performed using Locke
mediem in spite of effeclor. Fluorescence intensity is
reported in arbiteary units,

b Methoxy-Ne{A-sulpkopropil \quinodinium
measurement

Sluorescence

Cells in suspension were washed with normal Locke gnd
then loaded with 10 mM SPQ dissolved in Locke for 45 min
at A7°C Cells were washed (wice with Locke and suspended
v (his medium. The Nuorescenice was monitored using &
Perkin-Elmer LS 50 fluorcscente  spectrophotometer
L350 mam exe., 445 nm em.) after addition of 10 M DIDS
and 1 mM {urosemide dissolved in dimethylsulphoxide.
These were ndded in order 1o prevent C1™ fluxes through the
RNu* K *Cl™ cotransporter and the HCO,/Cl- exchinge
mechanisms, respectively? The cffect of muscimol on the
chloride Muxes were recorded under the conditions indicated
n each experiment. A magnelic stirring was used Lo ascer-
Lain the mpid and even distribution of the added com-
ponents. Under these conditions an increase in fluoreseence
supgests a decrease in intraceliwlar Cl~ due to a CI- efiluy
from the celis™

Catecholamine secretion

The release of eatecholamines evoked by muscimol,
nicoune or high K* solution was determined on-line, essen-
ually as described by Castro ef al.’ About 10% cells were
placed in w Mitlex filer and perfused continuously with
Lecke medinm at 2 mljmin. The efuent from the cells wos
direcied o n Metrohm YA 641 eleetrochemical detector for
the continuous monitoring of CA released. Sccrelagopues
wire delivered in $0-ul pulses through o Rheodyne 7010
lovp injeciorn,

Chloride equitibriomy potential and fluxes

Equilibrium potential for Cb~ was estimated from the
Nernst equalion, measuring disttibuion of “Cl~ across the
metmbrane. 10* celis were incubated in 250 pl of Locke with
=1 25 pCianly and 1,0 (0.2 ¢Ciymb for 2 h to allow
equitibriom  dastribution. Cells were pelleted, the super-
matants collected and petlets dissolved in 0.5% Triton
X100, Both portions were counted and the ratio *®CIPH
catkculated for ench tube. In parallel experiments cells
were double marked with [PHLO and (U4 Clsucrose
t0 § pCrumid to estimate the extraceliular medium trapped in
the pellets. The f-counter was calibrated with quenched
standirdy from Beckman using the method of the displace.
ment of Compton speetrum inflexion point.

B efuy was determined from plated cells (5 x 10
cellywelly preloaded for 2 h in Locke medium containing
2pCiiml BC1 . Tach welt was washed uwice for 105, then
250 pd of fresh Lacke was sdded and incubated for 155 This
mediam was collected and the cells lysed into 250 41 of
1 M HCIO,. Rudioactivily of both portions wns counted
and #C1 effiux expressed ns percentage in the medium with
reapect 1o celt content.

RESULTS

Effects of muscimol on intraceflular calcin con-
certralion

When chromaflin cells  were chnllengcdl with
muscimol, a selective GABA, receptor ngonist, we
could observe a fast rise in free (Ca’*) as revealed by
FURA 2 fluorescence, presented in Fig. 1. Thc mesn
peak increase ecvoked by S0 #M ‘m.usmmol was
290 & 30 nM. Muscimol effect was climinated by the
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Fig. 1. Cytosolic Ca transients elicited by stimulation of
chromaffin cells with muscimel, Superimposed records from
different celi samples are (raced. Muscimol (Mus), 50 M,
was added al the arrow. Drugs were added 1 min befare.
Bie, bicuculline 25 uM; Nil, niledipine 10 M. External
I(_:a“] was 2.5 mM except in the trace labeled without Ca?*,
Similar records were obtained from different samples in
three cell batches.

GABA, anlagonist bicuculline. This rise in internal
{Ca’* ] was dependent on extracellular calcium, and
was blocked by the L-type caleium channel blocker
ni{edipine.

Muscimol alone induced a significant CA release
from chromaflin cells, showing a good correlation
belween the extent of the [Ca?*); increase and the
amount of secretion (Table 1),

Effects of muscimol on evoked catecholumine release

Challenging chromaffin cells with short pulses of
nicotine resulted in peaks of elevated CA secretion,
amounting to about 1.97 £ 0.27% of tolal cell CA
content for a maximal 20uM concentration of
nicotine, Muscimo| affected the release of CAs
evoked by nicotine in different ways depending on the
dase of nicotine used, as can be seen in Fig, 2. When
muscimo! was delivered to the cells together with a
relatively low dose of nicoline we observed an almost
additive enhancement of secretion. However, at
high concentrations of nicotine, muscimol was not
enhancing, but actually decreased the CA release.

This dual aclion was better observed whern high K+
solutions were used to evake secretion, as in Fig. 3.
Muscimol again showed ah opposite effect, it induced
an enhancement of CA release at low K* con-
centrations and clearly inhibited the K*-evoked
secretion al higher K concentrations.

Table 1. Effect of different muscimol concentralions on
catecholamine secretion and Ca’* entry in adrenal chro-

maffin cells
CA secretion
Conditions (pmolf 10¢ cells) Ca** (nM)
Muscimol (g M}

0 —_ 196 £ 31

1 75+35 143 £9

10 152 2.5 221426

50 152+ 6.1 283+ 130

Ca’* wvalues for |-50 uM muscimol are referred as

increment in respect to basal Ca’*.

250|-
*+—& - Muscimat

o 4 Muscimol

-

150k

[{ele}

CA relense {(pmot /10%¢ell)

8

1 [l I 1 el ()

o6 0.1 z 25
ENlcotine] (M)

Fig. 2. Muoscimol effect op the picoting-evoked CA

secretion, Cells were challenged with pulses of increas-

ing concentrations of nicotine alone {@——@} or tagether

with 21 #M  muscimol (M-——M). Averaged peak

height  S.E.M. aof three independent delerminations arc
shown. *** P <(.001.

Effect of muscimal on bisoxanol fluorescence

Muscimol added 1o a cell suspension at concen-
trations between | and 3 yM increased bisoxonol
fluorescence in a dose-dependent way (Fig. 4a). When
K* concentration was 15.4 mM muscimol did not
produce any effect on bisexenol fluarescence (Fig
4b) and at a K~ concentration of 55 mM, muscimol
decreased this fluorescence (Fig. 4c). Nicotine
(10 M} increased bisoxonol flucrescence and mus-
cimol decreased nicoline-evoked bisoxonol RAuor-
escence (Fip. 4d). This muscimol effect was abolished
in the presence of 1 uM picrotoxin (Fip. 4b).

Cl equilibrium potential and *¥Cl~ fluxes

Collected averages for *Cl-, [*H],O and
MClsucrose  distribution  inside  and  outside
360[‘ '."“Q
s-¢ - Muscimot
K 3°9Fl~l + Musclmol,
B
. 257l
2
~
3 208f
E
I
g 154}
L=
3
T io3f
5|r-
o™ L L I . L L ] o
5 10 is 36 70
LKCLY (mM)

Fig. 3. Muscimol effect on the high K*-evoked CA se-
cretion, Experiments were perlformed, at least, in tripficate.
D < (0011,
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Fig. 4. Bisoxono! Ruareseence as a function oft () muscimal (Mus) concentration; (b) and {c) effect of
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representative experiment from those perfarmed, with at least three sets of cells. The scale is given as arbitrary
inlensity fAuorescence in bisoxonol fluorescence from the basal Jevels. L = Locke; M = muscimol, 1 M.
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Tabie 2. Equitibrium distribution of *C[~ across chromaffin
cell membrare

Supernatam Pellet

31171 label

d.p.m. %t 670,812 + 3638 6781 + 202

d.p.‘m. B 45,827 + 1626 B45 4 38

Ratio *CIPH i3.48 4 0.2 2.03 4 0.3
19 C,f’ H

d.p.m “C 252,879 1 980 1664 + 45

d.p.!n. H 66,828 £ (070 B42 424

Ratie “C*H 3.78 4 0.04 1974 0.05

Cells were incubaled for 21 h with Locke containing *H,0
and either *C)- or [MClsucrose. Cells were centrifuged
and the radioactivity of each isotope in pellets and
supernatants determined. See Experimental Procedures
for details. The values represent means + S.E.M. of two
experiments each performed in quintuplicate.

chromaffin cells after a long equilibrating period are
shown in Table 2. The equilibrium potential for CI-
was eslimated, from individual ratios *CIPH for
each tube, as ~51.4 +£2.1mV,

%C)- efflux (rom chromaffin cells was significantly
stimulated by treatment with muscimol, as shawn in
Table 3. This efflux was reduced by picrotoxin, a
seleclive blocker of the GABA receplor-associated
C1~ channel. Furthermore, picrotoxin prevented the
stimulatory effect of muscimol.

G- ethoxy-N-(3-sulphopropil quinolinium flucreseence

Muscimel, at a concentration 10 4 M, increases the
fluorescence of SPQ when the K* concentration in
the external medium was 5.4 mM (Fig, 5a), At a K+
concentration of 25.4 mM, muscimo| had no effect on
SPQ fluorescence (Fig. 5b) and a1 105mM K*,
mruscimo! decreased fluorescence (Fig. S¢). Muscimol
(10 M) decreased SPQ fluorescence when nicotine
was present at 20 uM concentration (Fig. 5d).

DISCUSSION

The release of CAs from bovine chromafiin cells is
triggered by [Ca’* ] entry through voltage-dependent
calcium channels.’®® These channels are opened by
depolarizing the cells above —40mV. 24738 oy
results show that muscimol-evoked CA release is
dhriven by [Ca®* ], increase due to calcium entry from
extraceltular medium. This [Ca®*] entry is attributed
Lo activation of [Ca’*] channels by GABA ,-evoked
depolarizalion of cells. This suggestion is based on
the blocking action of the dihydropiridine nifedipine,
which is known to block [Ca**] chanrels in chro-

Table 3. *Cl efflux induced by 10 #M muscime), in
the absence or presence of 10 M picrotoxin

Conditions Percenlage efflux
Basal 100
Muscimo) 128 + 4
Muscimol + picrotoxin B+6
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Fig. 5. Muscimol-induced changes in the intracellular Auor-
escence of chromaffin celis in the presence of [0 pM mus-
cimal {MUS) al (2} 5.4 mM extracellndar K*; {b) 254 mM
K*; (e} 105mM K* and (d) 20 #M nicotine (MNiC), Mus-
cimol was added as indicated by the arrow, The scale is
given as arbitrary intensity fluorescence in SPQ Auorescence
from the basal level. Original recordings were (raced (rom
a representalive experiment which was chosen from those
performed, with at least three sels of cells and with similar
resulls.

maffin cells,” and on the propoertionality between
[Ca’*] rises and muscimol-evoked release, ‘This pro-
portionality has been shown (o be maintained only
when the [Ca?*] rise is triggered by depolarization of
the cells and not when [Ca?*] comes from internal
stores.™* The depolarizing effect produced by mus-
cimol is also correlated with the muscimol effect on
bisoxonol fiuorescence since an increase is correlated
with a depolarization.?

Although GABA is mainly an inhibitory trans-.
milter, depolarized responses to GABA are not
unknown. GABA-induced depolarizations have been
recorded at sensory ganglion neurons and, interest-
ingly, at sympathetic neurons,! which are closely
related to chromaffin cells and into which they can be
transformed.! This dual GABA aclion has been
demonstrated in chromaffin cells wilh our bisoxonol
experiments which indicate that membrane potential
plays an important role in GABA action through ils
GABA, receptor, since, the bisoxonol fluorescence
increase (depolarization} or decrease (hyperpolariz-
ation} in the presence of muscimol according (o the
external K* concentration, These resuits are in
accordance with our finding that muscimol can in-
crease or decrease the CA secretion at different Kt
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concentrations. Similar resulits were obtained with
nicotine.

GABA, receptor is a chloride channel which opens
upen binding of GABA.7® Therefore, the direction
ol the potential change induced by GABA depends
on the relative positions of the actual membrane
polential and the FEgaga, which is, under physio-
logical conditions, the equilibrium potential for Cl1-
{E¢). Qur results on ¥CI~ fluxes do not allow us to
determine the direction of the net flux of CI™, but
clearly show that an early increase in the membrane
permeability to Cl™ is involved in the mechanism of
action of muscimol. This hypothesis is confirmed with
our SPQ results in which one can observe an incre-
ment in SPQ fluorescence (which means a Cl~ efflux)
by muscimo! at K* concentrations lower than 25 mM
and a decrease in SPQ fluorescence al 105 mM K* in
the external medium, which indicates a higher intra-
cellular Cl-, The estimation of the Eg in chromaffin
cells, approx. —50mV, is some millivolts above the
reporied resting peiential for these cells, ranging
from —80 mV to —55 mV."!"% This finding strongly
supports a depolarizing effect for GABA, activation
by muscimol in chromaffin cells.

It could be argued that Eg is still below the
threshold for [Ca®*] channels activation. However,
Eq is certainly not under the threshold for Na*
channels, and GABA treatment of chromaffin cells
induces repetitive firing of action potentials in these
cells.” In this way a short-sized GABA,-induced
depolarization can be amplified and eventually deter-
mination of |[Ca*] eniry through voltape-activated
channels. On the other hand, our estimation of &,
could be quite conservative. Indirect data of intra-
cellular [C1-] in chromaffin cells, approx. 34 mM,*
would place E above —40 mV, and so in the range
of a direct action of [Ca?*] channels.

The intermediate position of Eq plays a crucial role
in our explanation of the dual cffect of GABA,
receptors on the control of CA release. On basal
condilions, the opening of Cl~ channels should
depolarize the cells towards Eg. But, if the opening
coincides with a stimulus depolarizing the membrane
above the £g, this action will be dampened by the
increased permeability to Cl-, and a relative inhibi-
tion will be obtained. This is exactly the behavior
observed in the interaclion between muscimol and
nicotine or KCl in evoking CA releasc and on
bisoxonol and SPQ probes. Muscimol enhances the
secretion evoked by a low stimulus, and then also
enhances the bisoxonol and SPQ fluorescence, bul
inhibits the secretion and the bisoxonol fluorescence
induced by higher ones. These results clearly demon-
strated that GABA, through its GABA, recepior
depolarizes or hyperpolarizes the chromaffin cells,
and, as a consequence, GABA has an activating or
inhibiting effect on CA secrelion.

The point at which the muscimol and KCi curves
cross gives the approximate membrane potential at
which there is no driving force for Cl~ jons. Figure 3

renders a cross point at aboui 12mM KCl, which
corresponds to about —30mV using the Goldman
equation and intraceltular data for [Na*];, [K*], and
ratio Py /Py, from Friedman e/ al' This finding
together with that oblained with bisoxonol and SPQ
strongly supports our propasal of the inversion of the
Cl- driving force as the basis for the inversion of
GABA, action on cvoked CA release fram chro-
maffin cells.

Our findings extend the results of a recent work
from Kitayama e/ af*" They observed a more than
additive enhancement by GABA of acetylcholine-
induced release, However, they used a 3 uM concen-
tration of acetylcholine 1o elicit secretion. As Ecy lor
acetylcholine in chromaffin cells is higher than
50 uM, they were working in the low stimulus range
where we also see a4 potentiation between cholinergic
and GABAergic stimulation, In contrast they (ound
that GABA inhibited the release induced by 25 M
veratridine, which is a quile big challenge according
to our resulls. Qur proposal of GABA, effects
being dependent an Eq and permeability to CI™ is
supported by the finding that Ci~ replacement in
the extracellular medium enhances GABA-induced
release, while depletion of Cl- selectively abolishes
GABA action.”

In view of the dual effect of GABA, receplor
aclivation on evoked CA release, the contradictory
actions of GABA in the adrenai glands' can be
recongiled with a single mechanism of action. 5o,
GABA enhances the basal CA release at the normal
membrane potentials of chromaffin cells because
when GABA is bound to its GABA, receplor it
produces a cell depolarization by a Cl~ efflux, This
depolarization induces an clevation of [Ca’*]; and, as
a consequence, a CA release,

GABA, on nicotine-evoked CA release, could
produce an aclivalory effect on this CA secretion if
the membrane potential, in the presence ol nicotine,
is lower than the Eq (low nicoline concentrations),
but GABA decreases CA release induced by high
nicotine concentralions because, in these conditions,
the membrane potential produced by these nicotine
doses is probably higher than the £ and then GABA
induces a hyperpolarizing effect on chromaffin cells.
Consistent with a physiclogical role for GABA in the
adrena) medulla, bicuculline, a GABA, antagonist,
has been found to enhance secrelory response Lo
electrical stimulation'® while inhibiting the spon-
tancous release of CAs,® probably by reducing the
action of endogenous GABA within the glands,
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GABAR receptors modulate catecholamine secretion in
chromallin cells by a mechanism involving cyclic AMP

formation

Wi OQset=Crasgue, M. Parramdn & M.P. Gonzdlez

Institute de Besquimica, Facultad de Fanwacia, Universidad Complutense, 28040 Madrid, Spain

1 '!lt-r fusctton of yamnobutyne acidy (GADAG) receptors in moduletion of catecholamine secretion
by chtomalin oells and the possible mechanism involved in this action have been examined.

2 'f"‘ UAI{A. agomats (- pbbacllen and J-aminopropylphosphinic acid (3-APPA) were found to
!\'??T:g ‘Icmicf«mgnmnt tncrease of basal catecholamine sccration. The ECys were 1511 35uM and
JI% 2 48 for bactafen and 3-APPA, respectively. This stimulatory effect was specific since it could be
Rrockesdt by 0. S miam of the specific GAINA, antagonist CGP-15348,

A In contran, prancubation of chromaflin cells with the GABAg ngonists was found to inhibit, in a
m;m-drw_na&ml rmannee, the catecholamine secretion evoked by 10 uM nicotine and 200 pM muscimol.
4 The cffects of GARA, agomisls on both basal and evoked catecholamine secretion were [ound to be
i&@‘mhmfmm-ﬂi by pamilgl changes m uﬂg.agcllularrcalcium concentration ([Ca’*)). GABAy agonists
produced 4 dine-dependant increase in [Ca "L which was partially blocked by CGIP 35148, but they
m‘wd}u&ﬂl. a strong mhnlnuun of the [Ca'*} increase induced by nicotine and muscimal.

A The GANA, agonisty alio produced & dose-dependent increase in intraceliular cyclic AMP levels,
tere Dong 4 dueet corrclation Detween bith increase in catecholamine secretion and in intracellutar

el AMDE bevels

& The pretceatment of chromaflin cells with pertussis 1oxin doubled the cotecholaming secretion tnd
mereaved Dy four tinwes e intracelinlar eyelic AMD levels evoked by GABA, agonisis.
T The peasble ivelvement of adeoylate cyclase in the mechanism of GABAy receplor modulation of

cateeholamine secreiion & discussed

Keywordn CIATIA, pecepiars, catecholamine secrehon, chromaffin eclis; cyclic AMP; adrenal medulln
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Introdu tinn

Dilfseent boschemical and physiological evidence conceening
the tepalation wf vatecholamune woretian by chromattio cells
e that, e addien b et chohineceptors (nACKIR)
whose Fole e adrenal medulla Genction i well established,
Whire ate other receptorn impheated t the mudulanon of ths
praponse Thear medude msscanmic chalinsieptofs {(heek &
Burgasne, 1955, apond pepiate (Lenvare o ol YIKLY, sub-
stange T ilwett eq af . 19791, bradykinin (Owen ¢ ol 1989),
hrtanune Ho 0 hahes o wd, 191 dopannne 1, and D,
PStavdernan & Peast 1990, Hluehd e al, 1991), prosiaglan
din By, gvegeste er s, AR e @ af. T, adenoung
{Chern v of, 1988), anpotensin 11 (Matley o al, 1989,
P Sullvan & Hargayne, DI and GADA, teteplors (Casteo
o af | 19Ed

I relation o yoamiobutyon avd GARAD repdaion of
chrounalfin ol sesretian, previous wark by our group has
demunaeatnd e prostiee of all ihe endymes wnphicated
GADNA mrtabolzm an the hovne adrenal medulla {Fernin-
dex Ranud er o7, 1982 1981 ax well as the evstenie of an
achive uptake ithetGlangne & Annrs, 1980, and an exoLy-
totie releass vl thia peneedransouties {Osat-Ciasque ef af,
19901 Mitraser, Hee pressose of the twa subiypes of GARA
teeptnrs, wan wenstise Lo msamal (GABAL) and the other
s ete te ticumad bt senatee ) baclalen (GADAG)
hat alen Brect deseeabed (€ astea et ol | 1983)

The Futenn and myidbecutny mechamsm of GADA, recep-
Wt the asdrenal medulia wonow well established  Out
recent studere ghremonatrated thay when GADBA binds (o
GADA, reweptors i the adrenal medulla it modulates
catzcholamiing secration by a meshamiin depantient on the
membrane poreatial (Clonxaler e ol 193} Nevertheless the

A iyt "'"

VAuthae for cosreapondaneg

{unction and mechanism of action of GABAy receplors in
adrenal medubla function has not yet been investigated.

GADA, receptors have recently assumed additional impor-
wnte because of evidence that they could mediate both pre-
and postsynaptic actions in the brain (see Bowery, 1989 (or a
review). Theie presence has also been demonstrated in
penpheral tissues and enleric nerve terminals, where they
appear ta have a function in the regulation of the evoked
release  of excilatory nearotransmitlers: and hormones
(Bowery er al., 1980; Huston et al., 1990), inn the regulation of
muscular contraction and tone (sc¢ Bowery, 1989, for a
review) and in the facilitation of the induction of long-term
potentintion (Mott & Lewis, 1991).

These actions seem fo be mediated by molecular
mechanisms involving the participation of second messenger
systerns such as adenylate eyclase, inositolphosphate turnover
or repulation of Ca’* or K* conductance. However it is not
cleat whether or not these reactions occur sequentially or
wndependenily nnd which component is directly coupled with
GABAR ceceptors.

In this paper we examine {1) the role of GABA, receplors
in the regulation of chromaffin catecholamine secretion, (2}
the possible ineractions batween Lhis GABA, and other
receplor systems known 10 regulate this process and (3) the
possible maolecular mechanism linked to these actions.

Methods

Cell isolation and culture

olated from adrenal glands

Bovine chromaffin cells were is : ‘
der e al. (1981) with minor

and culured as described by Ba

l
|
1
]
i
|
§
|
|
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modifications. Cell viability was checked with trypan blue
and chromaffin cell purity was assessed by the specific incor-
poration of 3 mg ml~' neutral red, which dyes red specifically
only the cells which contain catecholamines, to these cells.
Yiability and purity were always higher than 90%, Cells were
suspended in DMEM containing 10% FCS, anlibiotics
(100 uml-' peniciltin, 100 pgml™" streptomycin and 40 pg
ml~" gentamicin), and cytostatics (10 uM Auoro-deoxyuridine
and 10pM cytosine arabinoside), plated in 24 well Costar
cluster dishes, at a density of 0.5 X 10 cells per well, and
used 3-7 days after plating.

Measurement of catecholamine secretion

Chromaffin cells were washed twice, at }0 min intervals with
I'ml of a Krebs HEPES solution (Locke medium) containing
(mM) NaCl 140, KClI 4.7, KH,PO, 1.2, CaCl; 2.5, MgS0,
1.2, glucose 11, ascorbic acid 0.5 and HEPES 15, pH=1.5,
at 37°C. This medium was removed and cells were
stimulated, during 10 min periods at 37°C, with 0.5ml of a
fresh Locke medium containing the different secretagogues
used as indicated in each type of experiment. At the end of
incubation the medium was removed and cells lysed with
0.4M perchloric acid, and then scraped off the plates.
Incubation medium and cell lysates were both used for the
determination of catecholamine secretion and total
catecholamine content, respectively. The catecholamine deter-
mination, in both sample types, adequately diluted and neut-
ralized (see below), was performed with an electrochemical
detector {Metrohm 641 VA-.detector) adjusted to + 580 mV
and registered in an LK.B recorder model 2210, using for this
calibration a standard curve with noradrenaline. Results are
presented as a percentage of catecholamine released in the
incubation medium in respect of the total catecholamine
content (incubation medium + pellet).

Measurement of intracellutar levels of cyclic AMP

Chromaffin cells, prepared as indicated above, were
stimulated for 10min with appropriate secretagogues as
indicated. Cells were incubated in the presence of 0.5 mM
jisobutyl methyl xanthine (IBMX) in order to prevent
adenosine 3':5'-cyclic monophosphate {cyclic AMP) degrada-
tion. The medium was removed, cells lysed with 200 ut of
0.4 HCIO,, and scraped off the plates. These cell lysates
were neutralized with | M KOH, centrifuged in an Eppendorl
centrifuge and supernatants were used for assay of cyclic
AMP. Intracelluiar cyclic AMP measurements were per-
formed by using the cyclic AMP Radioimmunoassay Kit of
Amersham Int., as described in the manufacturer's instruc-
tiens,

Measurement of cytosolic {Ca’* )

Changes in intracellular calcium concentration {[Ca?*);) were
monilored by measuring Fura 2AM fluorescence. Cells were
washed twice with Locke medium and incubated with 5 puM
Fura 2AM for 45 min at 37°C, Excess dye was removed by
washing the cells twice with [fresh Locke medium and
suspended in this medium at 10 cellsml~'. Fluorescence
{excitation wavelength = 380 nm, emission = 510 nm, slits,
5 nm exc. [0 nm em,) was monitored at 37°C in a well stirred
cuvette containing | ml of this suspension with a Perkin-
Elmer LS-50 speciroflucrimeter. At the end of each experi-
ment 0.5% triton X-100 was added t{o permeabilize the calls,
allowing the dye to gain access to the extracellular [Ca?*'}
({Ca'],). This {Ca’*], saturated the dye and provided a
measure of the maximum fluorescence signal (Fy,,). To deter-
mine the intensity of the minimum fluorescence signals {(Fo,),
20mM Tris base was added to raise the pH above 3.2

followed by 10 mM EGTA which reduced the [Ca®*) to less
than | nM. The [Ca’*] was calculated with the equalion:

lcau]i = ’D (F = ann)!'(Fnu.x - F)

the equilibrium dissociation censtant (Kg) for [Ca?']-Fura
being 224 nM.

Materials

Dulbecco's Modified Eagle's Medium {DMEM) and feetal
call serum (FCS} were from GIBCO. Collagenase
{E.C.3.4.4.19) and 8-(4-chlorphenylthio)-adenosine 3':5' eyc-
lic monophosphate (pClp cyclic AMP), were obtained (rom
Boehringer Mannheim S.A. (Barcelona, Spain). Muscimol,
nicotine, forskolin, and 3-isobutyl-]-methyl xanthine (IBMX)
were from Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, US.AD.
(- )-Baclofen, CGP 35348 {3-amincpropyl-diethoxymethyl-
phasphinic acid) and 3-aminopropylphosphinic acid (3-
APPA) were a gift from Ciba-Geigy (Basel, Switzerland).
Faclofen was purchased from Toeris Neuramin (Essex,
U.K.). The kit for cyclic AMP assay was fromm Amersham
Int., (Bucks, U.K.) and Fura-2 AM was obtained Tom
Molecular Probes (Cambridge, U.K.). All other chemicals
were reactive grade products from Merck (Darmstadl, Ger-

many).

Statistics

The data shown are means & s.e.mean of at least three
experiments each one performed in duplicate. Statistical
significance was estimated with Student’s ¢ 1est for unpaired
observations. A P value of less than 0.05 was considered
significant. Linear regressions were made by the method of
minimum squares and fitlings of concentration-response
curves for estimation of ECy or ICy values by a weighed
non linear regression of minimum squares, using logistic
curves.

Results

Effect of GABAy agonisis on basal catecholamine
secretion

Stimulation of GABAy receptors with their specific agonists
baclofen and 3-APPA increase basal calecholamine secretion
from chromaffin cells in culture. This effect was dose-
dependent in both cases with ECgxs of 1514 35pmM and
225X 58 uM flor baclofen and 3-APPA, respectively {Figure
1}. Maximal responses were achieved at concentrations
between 0.5 and | mM of agonists and were 2,73 £ 0.52 and
of 2.32 £ 0.44 times the basal calecholamine secretion for
stimulation with 3-APPA and baclofen, respectively.

The stimulatory effect of GABAg agonists on basal
catecholamine secretion was Ca?*-dependent and specific
since it was inhibited between 75 and 95% in an extracellular
medium containing 200 nM CaCl; and it could be blocked by
the specific GABA; antagonist CGP 35348, At & dose of
0.5 mM this compound was able to inhibil the agonist res-
ponse between 67 and 100%. In contrasl, the antagonist
faclofen was ineflective at the same dose (Figure 2). None of
the anlagonists had any significant effect on  basal
catecholamine secretion at doses between 10pM and | mm
{Figure 2).

To test the possible cell damage produced by GABA,
agonisls on chromaffin cells, experiments of trypan blue
permeation and LDH release were carried out. These
experiments showed no significant differences from controls
{cellular viability between 90-95%, and LDH release of
3.98 X 1.18% over lotal cellular content),

GABAg agonists were also able (o evoke secretion of the
intravesicular component dopamine-B-hydroxylase (DBH) in
a similar percentage to that (or catecholamines (0.5mM 3-
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Figure 3 Concentration-dependent inhiibition of {a) nicotine and (b
muscimal-evoked catecholamine (CA) refease by GABAy aponists
Chromaflin cells were incubated with the indicated concenirations o
the GABAy agonists (O, baclofen; @, M-aminopropyiphosphinit
acid) a1 37°C for 10 min before stimulation with (a) 10 pa nicotine
or (by 200 pa muscimol, Resulis are expressed as perceninges o
catecholaming reledse over (otal celtular content (e.c.). Vatues repre
senl means X semean of three experiments each one performed ir
duplicate.  (a) 1Cy for  baclofen = 354 % 98 pum and  for 3
APPA @ 240 L 59 un, (b} 1Cyg for baclofen = 45 £ 9 i and for 3.
APPA w X1 d T,

with baclofen or 3-APPA jnhibited catechiolaniine secretion
evaked by 10pM nicatine, This effect was daose-dependent
{Figure Ja) with an 1Cy estimated by log-logit analysis of
2402 59 un Jor 3-APPA and 2154 X 98 M Tor baclofen.

An inhibitory effect was also observed in the case of the
catecholnming secretion evoked by 200 pM muscimol, The
effect was dose-dependent the [Cyy being 21 &7 M for 3-
APPA and 452 9 lor baclofen (Figure 1b), doses fower
than those required for inhibition of 50% of nicotinic re-
SPONSCs.

Hffect of GABAg agonists on intracettular levels of calcimn

The effect of GABAg sgonists on basal catecholamine secre-
tion was accompanied by a dose-dependent increase in the
intracellular calcium concentration. The ECys were 25§
and 60k 10puM for 3-APPA and baclofen, respectively
(Figure 4). Maxima! effects were obtained with 0.5 mM of the
agonists and were 250 & 40 nM for 3-APPA and 2251 30 nM
for bactofen. This effect was partially blocked by the specific
antagotist CGP 35348 which, at 0.5 mM, inhibited 30% of
the effect evoked by 0.5mM 3-APPA (increase of about
2000M in [Ca?*)). This increase in [Ca®') was also depen.
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Figure 5 Eifect of GABAg agonists on intracellular calcium concen-

trabhons evoked by meotine and musamol. Cytosolic Ca?* transients
shostetd by stimulstion of chromaffin cells with £a) 10 s picotine and
{hy 200 piw munscimol i (e absence of presence or 0.5 mM 3.APPA
or baclefen. Superimposed records ftom different cell samples are
traced. Drugs were ndded a1 lmes indicated by the arrows. Nic,
10 g macoune, Mus, 20pM  musgcimol, MAPPA, 05mM 3
anunopropyiphosphinic acid, Bac, 0.5 mn baclofen. Simifar records
were obined from different samples in three different cell batches.

cyclic AMP together with GABA, agonists, baclofen or 3-
APPA, did not produce any further increase in catecholamine
secretion byt instead resulted in a reduction of secretion
evaked by each agent independentdy (Table I).

Effects of preincubation with bacteriaf joxins on GABA,
agonisi-mediated responses in chromaffin cells

To siudy the participation of G proteins in the mechanism of
netion of GABAg réceplors, cells were preincubated with
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Figure 6 Effect GABAy agonists on intracelfular levels of cyclic
AMP in chromaffin cefls. Cells were incubated with indicated con-
centrations of baclofen in the absence (O) or presence (®) of
0.5 mm isobutyl methylxanthine (IBMX) for 10 min and then cyclic
AMP levels measured as indicated in Methods. {a} Dose-response
curves Al indicaled doses of baclofen in the presence or absence of
IBMX. Results arc expressed as percentages of maximal effects
(7.2£ 0.5 and 6.16 + 0.34 pmol cyclic AMP/10® celis for baclofen in
the presence or absence, respectively of IBMX) in which basal [eyclic
AMP| values (3.85 & 0.15 pmol cyclie AMP/10¢ cells in the absence
and 3.6+ 0.2 pmo! cyclic AMP/I0® cells in the presence of 0.3 mb
IBMX) were subtracted. Values are means + s.e.mean of three
independent  delerminations  each performed  in duplicate.
ECgo # 146 1 20 pu in the presence of IBMX and 210 % 47 uMm in the
absence of IBMX. (b) Correlation between calechalamine {CA}
secrelion and cyclic AMP levet rises induced by GABAy agonists.
Data represent % of variation over the corresponding contrels of
catecholamine secretion (3.2 £0.1% of total cellular content) and of
eyclic AMD levels (4,16 £ 0.23 pmol eyclic AMPI0® cells). Rects
were filted by minimum squares and were of y= 5108 x — 518,
WP 000l n=13 (withowt IBMX): and y=177X% -~ 1.18;
o p001, 0= 1!.6 (with [BMX). In the absence of IBMX r =087
and in its preserice r=0.96.

cholera toxin (CTX) or pertussis toxin (PTX) for 4 h and
then the effect of GABA, agonisis on catecholamine secre-
tion and intracellular cyclic AMP levels determined.

Figure 7a shows Lhat the effect of baclofen on cyclic AMP
levels was approximalely doubled in cells pretreated with
PTX, but was inhibited by pretreatment with CTX.
Moreaver, pretreatment of cells with PTX increase by 4.5
limes the catecholamine secretion evoked by baclofen but the
effect of baclofen was not inhibited after pretreatment with
CTX (Figure 7b).

The same effects on cyclic AMP levels and calecholamine
secretion were shown with | uM [orskolin when cells were
preincubaled with PTX but was different when cells were
precreated with CTX. In the latter case there was a rise in
intracellular levels of cyclic AMP and, as a consequence, an
incrense in catecholamine secretion (Figure 7a and b).
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Flgure 7 Effect of bacterial toxins on (a) intracellular levels of cyeli
AMP and {b) catecholaminz (CA) secretion induced by baclofen and
forskolin. Cells were incubated with Locke solution {control)
300 ng ml=* choleric toxin or 100 ng mi-! pertussis toxin for 4h a
17°C. Then the medium was removed and cells incubated witl
nommal Locke ([T71), 100pM baclofen (EZ) or 1M forskoli
( K& ) for 10 min and cyclic AMP levels (a) or catecholamine secre
vion (b) measured. Results are means * s.e.mean of three determina
tions each one performed in duplicale. Significantly different fron
1he corresponding controls without toxins al P <005 **P<0.0
and ***P-<0.00l.

Table 1 Effect of preincubation with forskolin on
catecholamine secretion and cyclic AMP levels evoked by
GABAp agonists '

fniracellular cyelic AMP Calechalamine secretio

Drug (pol/L0® cells) (% of total cc.)
— Forskoiin

Contral 443t 14 279+ 0.10
Baclofen 100 pM 65.20 E 019 4301 027
Baclofen 500 pM 8.95 & 0.617+" 6.28 X 0.80""
3-APPA 100 pM 8.42 & 0.42%** 4.60 % 0.52**
J-APPA 500 i 13.00 & 0.83*** 740 % 104"
+ Forskolin I pM

Control 2536 £ 1.97 6.13 £ 0.47
Raclofen 100 pm 30.25 £ 0.52¢ 2.34 £ 0.05%**
Baclofen 500 jm 33,70 £ 1974 3.42 & 0.05%**
J-APPA 100 pM 34,10 £ 0.50** 318 £ Q.04
3-APPA 500 pM 38.09 £ 0.98*** 2.62 % 0.18%**

Cells were incubated with Locke solution (control) or
GABAg agonists al the indicaled concentrations in the
absence or presence of | pM forskolin  and then
catecholamine  secretion and [eyclic AMP], measured.
Resulls are means * s.e.mean of three duplicate deler-
minations. Significantly different from the corresponding
conirols {in the absencc or presence of forskolin) at
*p <005 **P<001 and ke p (0,001, c.c= celiular

contenl.
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Discussion

Exocytotic release of catecholamines is a very complex event
in the regulation of which numerous proteins are involved. A
few years ago, the only receptor clearly linked 1o the stimula-
tion of the exocytesis of catecholamine in bovine chromaffin
cells was nAChR, but at present, a large number of other
receptors are known to be able to stimulate catecholzmine
secretion by themselves ot modulate nicotine-induced secre-
tion {for a review sce Burgoyne, 1991). At present, one of the
most important neutrotransmitters implicaled in this regula-
tion is GABA,

GABA has wwo binding sites in the adrenal medulla, char-
acterized a5 GABA, and GABAy receptors because of their
capacity to be blocked with saturating concentratiens of
muscimol or baclofen, respectively and their sensitivity to
Ca’* ions (Castro et al, 1988). The function of GABA,
receptors has been clearly established (Kataoka er af., 1986;
Kilnyama ef al., 1986; Castro es af, 1989). It is known that
stimulation of cells by GABA, agonists depolarizes the
chromaffin cell membrane producing an increase in Cl- efflux
through the C1~ channel associated with the GABA, fecep-
lor and as a consequence, a membrane depolarization which
culminates in an increase in basal catecholamine secretion
{Gonzilez ei al., 1992).

The function of GABAp receptors in adrenal chromaffin
cells has not been studied before. Results in this paper show
for the first time that the GABAy agonists baclofen and, the
most polent agonist available, 3-APPA increase basal
catecholamine secretion in a dose-dependent manner. The
ECyq of \his effect was estimated as 225 X 58 uM lor 3-APPA
and 1512 35 M for baclofen, respectively. These doses are
high compared with the concentrations of other agonists
needed to stimulate 50% of catechoiamine secretion (i.e.
hicotine, muscimol and histamine have an ECgq of 5~10 pm),
and even higher than the doses required 1o stimulate other
GABAy responses in the mammalian brain (i.e. between
1G-100pM in GABAy mediated inhibitory post-synaptic
potentials or hyperpolarizations in the pyramidal cells of the
hypocampus). However they are of the same order of mag-
nitude as those required Lo stimulate GABA; responses in
other peripheral tissues such as the inhibition of ileum peri-
stalsis or inhibition of glutemate, acetylcholine and
noradrenaline release in the peripheral nervous system
{100- 300 pm), although in all these cases GABAy responses
were inhibitory. These findings together with the fact thai
GABAy responses on chromaffia cell catecholamine secretion
represent between 40~ 50% of those obtained with nicotine at
the same doses, seem fo suggest either a low affinity of
GABAy receptors ot the existence of a low number of
GABAy binding sites in adrenal medullary cells (Castro e¢
al., 1988).

Nevertheless, 1 spite of the high doses required (o
stimulate these receplors, the GABAy-medialed increase in
catecholamine secretion from chromaffin cells seems to be a
true exocylotic and specific effect. This is supporied by the
findings that (1) this effect was accompanied by a dose-
dependent increase in [Ca''), measured by Fura-2 methods
(Figure 5a) and was almost completely blocked w‘hcn
calecholamine secrelion by Lhese agonists was measured in a
fow Ca®' -containing medium (200 nm), (2} GABAg agonists
were able to release other secrelory granular components
such as DBH (o a simifar extent as catecholamines and (3}
their effecis were able 10 be blocked hy the SpeCiﬁch/.\BAﬂ
antagonist CGP-15148, which, at 4 dose of 0.5 mM 'mhlbited
by 70 to 100% the agonisi-evoked responses (Figure 2).
Faclofen. another specific GABAg antagonist, was unable to
inhibit GABA, agonist responses, On the basis of the phar-
macological classification of GABAy receptors of Dutar &
Nicholl {1988, this insensitivity to faclofen could mean that
GABA, receptors in the adrenal medulla belong o a
presynaptic type, although the finding that the same data
were obtained with well characterized postsynaplic GABAR

receptors (Huston er al., 1990) suggests that this rule may not
be universally applicable. Faclofen may be a nou-specific and
potent GABAg antagonist in some tissues. In fact this com-
pound has been shown to have GABA, agonist behaviour in
some responses (Michler & Erdd, 1989). Therefore, the
précise nature, pre- or posl-synaplie, of adrenal medullary
GABAg receptors remains ta be determined.

In addition to the effect of GABA, agonists on basal
calecholamine secretien, stimulation of chromaffin cells by
these compounds also has an effect on the calecholamine
secretion evoked by nACh and GABA, agonists. When cells
were preincubated with GABA; agonists belore nlcotine was
added, these agonists strongly inhibited nicotine-evoked
catecholamine secretion in a dose-dependent manner; the
1Css oblained were of the same order of magnitude as those
for activation of basal catecholamine secretion (Figure 3a),
This inhibitory effect was accompanied by a reduction in the
intraceffular Ca®* fevels induced by nicoline, results which
support the hypothesis of a true inhibitory modulation of
nACh receplors by GABAjy ones (Figure 5a). Similar results
were also obtained for catecholamine secretion evoked by
GABA, agenists (Figure 3b) and for increases in [Ca?*],
(Figure 5h).

With respect to the molecular mechanism by which
GABAy agonists produce these effects in chromaffin cells it
seems lo be mediated by the activation of adenylate cyclase
{AC). This conclusion is supported by the following experi-
mental data: (1) GABAy agonists increase intracellular levels
of cyclic AMP in a dose-dependent fashion, effects which are
well correlated with increases obtained in catecholamine
secretion {Figure 6). (2) Several activators of AC as well as
forskolin and cyclic AMP analogues increase basal catechol-
amine secretion in a dose-dependent manner, a direct correla-
lion existing between both parameters, intracellular cyclic
AMP levels and catecholamine secretion (Oset-Gasque e af.,
1991). (3) Pretreatment of cells with PTX, which by ADP-
ribosylation of G; proteins produces an inhibition of negative
control of AC, potentiates cyclic AMP levels and catechol-
amine secretion indtced by GABAy agonists as well as by
forskolin (Figure 7a and b). (4) Pretreatment of cells with
CTX, which permanently aclivates AC, does not produce
additional increases in either the cyclic AMP levels or in
catecholamine secretion induced by baclofen,

The inhibitory actions of GABAj, agonists on catechola-
mine secretion evoked by nicotinic and GABA, receptors
could also be explained by this mechanism. This conglusion
seerns 10 be supported both by our results which show that
forskolin and pClp cyclic AMP have a dose-dependent
inhibitory effect on catecholamine secretion cvoked by
nicotine and muscimol (Oset-Gasque ¢ af,, 1991} and by
other work showing that cyclic AMP. or agonists which
activate AC, may produce an inactivation of sAChR and
GABA, receptors by phosphorylation {(Alburquerque ef @l.,
i986; Huganir er aol. 1986; Harrisson & Lambert, (989;
Leidenheimer et al, 1991). However, although GABA4
agonists seem to mediale their effects on catecholamine secre-
tion by a mechanism implicating cyclic AMP lormation, we
do not exclude the possibiiity of the existence of an addi-
tional mechanism [or the action of these receplors.

Specific interactions between GABA, and GABA, recep-
s have not been described uniil very recently (Hahner es
af.,, 1991}, Our resuits seem to support a specific modulation
of GABA, receptors by the GABA ones, since the 1C,
required for inactivation of GABA, receptors by GABA,
agonists was very much smaller than thal required for inae-
tivation of nAChR.

In conclusion, GABA through both its GABA, and
GABAj receplors, seems to play an important role in the
modulation of chromaffin cell function and therefore, GABA
could be added to the long list of neurotransmitters and
hormones implicated in the modulation of this complex func-
tion. The physiological significance of the results presented
here is not yet known. It could be possible thal ionotropic

e et
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GABA receptors, as well as nACh receptors, play a major
role in the initiation of catecholamine release in vive while
metabotropic receptors, including those for GABA,, have a
more important role in the modulation of the secretion
evoked by ionotropic receptors.
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Abstract

The GABA . receptor subunits expressed in adrenal meduila have been characterized by radioligand binding and by immunological
methods. The receptors were purified by both benzodiazepine affinity chromatography and anti-a, 413-429 GABA, receptor
antibody immunoaffinity chromatography. These preparations were screened by immunoblotting using GABA receptor o subunit
sequence-specific antibodies. Results showed the existence of the a, subunit. Thus, the GABA, receplors expressed in adrenal
medulla are homogeneous with respect to their @ subunit complement and consistent with type BZ! benzodiazepine receplor

pharmacology.

Kev wards: GABA: GABA, receptor; Adrenal medulia; Benzodiazepine: Chromaffin cell

y-Aminobutyric acid {GABA), the major inhibitory
neurotransmitter in the vertebrate brain, mediates neu-
ronal inhibition predominantly by opening a chloride
channel which is integral 1o the GABA, receptor. The
GABA,, receptor is the target for a variety ol therapeutically
important drugs, which include the benzodiazepines,
barbiturates and neurosteroids (for a review see [14]).

Molecular cloning of GABA receplor subunit genes
has revealed an extensive family of highly homologous
polypeptides. There are five distinct subunit Lypes, desig-
nated &, 8. ¥, 8 and p with dilferent isoforms of four of
these i.e. al1-a6. -84, ¥i-71 p=p: (reviewed in e.g. [4]).
Combinations of these subunits, as yel unknown coas-
semble, probably as pentameric structures to constitute
the different functional and pharmacological properties
of GABA,, receptors in the brain [8].

In bovine adrenal medulla, the presence of GABA,
and GABA, receptors has been shown [2,7). Both types
of receptors modulate calecholamine secretion [3}.
GABA, receptor modulation of secretion is by a mecha-
nism dependent on the membrane potential [6].

*Corresponding author, Fax: (34) (1) 5438649,

0304-3940/94/57.00 C. 1994 Elsevier Science lreland Lid, All rights reserved

SSDI0304-3940(93)E0906-C

The aim of the present study was to characterize the
GABA , receptors expressed in adrenal medulla to deter-
mine if this tissue, in contrast Lo the great heterogeneity
found in the brain, expresses a homogeneous population
of receptors,

Radioligand binding assays to adrenal medulta mem-
branes were performed by a polyethylenimine method as
previously described [5,11]. Briefly, membranes (1 mg
protein/ml) were incubated with 100 g of uniabelled
flunitrazepam and different concentrations of [*H)fluni-
trazepam (85 Cifmmol} at 0°C for 1 h. Binding was
stopped by Altration and radioactivity was measured by
scintillation spectrometry,

Call cerebral cortex and adrenal medulla were ob-
tained from the local slaughterhouse and membranes
were prepared as previously described [16]. The GABA,
receptor was solubilized from both tissues with 0.5%
(wfv) sodium deoxycholate in the presence of protease
inhibitors and collected by centrifugation at 100,000 g
for 75 min at 4° C [16). Receptors were purified by
Ro 7 1986/] affinity chromatography followed by ion-
exchange chromatography to remove the elution ligand,
clorazepate (kindly provided by Boehringer Ingelheim,
Bracknell, UK), ali as previously described [15]. Far ad-

QP



244 M. Parramén et al.l Newroscience Leiters 168 (1994} 243-246

30 1

25

20 -

[ T " H H]
4, tmplrmg prat

Specitic binding of [*Hl~flunitrazepam
[fmol/mg of protein)

a0 by T T T T u "

o ] 10 15 20 25

Flunitrazepam, nM

Fig. 1. The binding of [*H)lunitrazepam 1o membranes prepared from
bovine adrenal medulla. Membranes were prepared from bovine adre-
nat medulla and [*H]flunitrazepam binding was carried out by a poly-
ethylencimine filtration assay. The figure shows the specific saturation
curve with the Scatchard analysis of this in the inset. Results are
means * S.EM of three experiments performed in duplicate. The
Scatchard plot was analysed by LIGAND which gave a best it of a
single high-affinity site with K, =4 £ 0.6 nM: B,,. = 27 3 fmol/mg
protein.

renal medulla, 40 g wet weight tissue was used (or cach
purification.

GABA, receptors were purified from sodium de-
oxycholate extracts of bovine adrenal medulla (20 g wet
weight tissue) by immunoaffinity chromatography using
a sheep anli-GABA,, receplor a, 413-429 subunit anti-
body alfinity column [5].

So as to verify the absence of cross-conlamination
with brain tissue, affinity columns were pre-eluted (wice
with clorazepate (Ro 7 1986/1 column} or efution buffer
{anti-GABA , receptor o, 413-429 subunit antibody af-
finity column} [5).

Immunoblotting was carried out in 10% poly-
acrylamide slab gels under reducing and denaturing con-
dilions, transferred to nitrocetlulose membranes and
with affinity-purified anti-GABA receptor subunit-spe-
cific antibodies. GABA, receptor sequence-directed an-
tibodies were raised, characterized and purified on the
respective peptide-CH Sepharose 4B affinity columns, as
previously described [11).

Antigen-anlibody reactions were visualized by the
horseradish peroxidase-linked whole antibody lollowed
by the ECL detection system (Amersham Int.) [5]. The
specificity of the immmune reaction was demonstrated
by prior incubation of the antibody overnight at 4°C
with the corresponding peptide that was used for animal
immunization.

Specific benzodiazepine binding to membranes pre-
pared from bovine adrenal medulla was observed with
[*H)Alunitrazepam as the radioligand. Specific binding
was linear with protein. Scatchard analysis of the satura-
tion curve showed a single high affinity site with
Ky =4+0.6 nM and By, =27 £ 3 fimo] {*H)flunitraze-
pam binding sites/mg protein (n = 6) (Fig. 1). This K, has

the same order of magnitude Lo that obtained in previous
studies by Kataoka et al. [7].

Sodium deoxycholate solubilized specific [*H]fluni-
trazepam binding sites but the yield was low. A typical
value in a detergent extraci of adrenal medulla mem-
branes was 310z specific dpm measured at 2 nM
[PH]Aunitrazepam final concentration. This corre-
sponded to = 12 fmol/img of protein with an assumed
Ky =4 nM, as above.

In initial experiments, membranes prepared from bo-
vine adrenal medulla were screened lor the expression of
GABA, receptor subunits by immunobloiting using 4
panel of anti-GABA, receptor subunit-specific antibod-
ies. However, no clear immunoreactive bands were ob-
tained, Therefore, despite the low concentration of
GABA, receptors present in the sodium deoxycholate
extracts, the purificalion of these proteins was carried
out by Ro 7 1986/1 affinity chromatography to attempt
to increase the sensitivity of detection for the im-
munaoblois, The ion-exchange chromatography fractions
obtained at the end of the standard iselation procedure
were assayed for specific PH]flunitrazepam binding sites
however, no activity was detectable, The same fractions
were analysed by immunoblotling using an anti-GABA
receptor &, 413429 subunit-specific antibody. The re-
sults are shown in Fig. 2 where it can be seen that now
anti-et, 413429 immunoreaclivity was detectable in ion-
exchange fractions 2-4 (lanes 3-3). The immunoreactive
band had a A4, 53,000 and it was coincident with the 1
subunit present in preparations of GABA , receptors iso-
lated from bovine cerebral cortex {(Fig. 2, lane 1). Note
that no ¢, subunit immunoreactivity was detectable in
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Fig. 2. Characterization by immunoblotting of the GABA,, receptors
purified fram bovine adrenal medulla by benzodiazepine affinity
chromatography, GABA, receptors were purified from adrenal me-
dulla by sodium deoxychalate extraction, Ro7 1986/1 affinity chroma-
tography foltowed by ion-exchange chromatography. The ion-ex-
change eluted (ractions (50 ul) were precipitated and analysed by im-
munoblotting using anti-z, 413-4290 GABA , receptor subunit antibady
(5 pg/mi). Lane 1 is purified receptor from adubt bavine cerebral cortex
as control. Lanes 2 1o 9 are jon-exchange fractions of adrenal meduila
purified GABA, receptor in order of eoliection. Molecular weights
(kD) are shown on the left.
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Fig. 3. Characterization by immunobtotting of the GABA 5 receptors
purified from bovine adrenat medulla by anti-a, 413-429 antibody
jmmunoaffinity chromatography. GABA, receptors were purified
from adrenal medulla by sodinm deoxycholate extraction and anti-a
413-426 GABA,, receptor antibody affinity chromatography. The pH
11.5 eluted fractions (350 ul} were precipitated and analysed by im-
munoblotting using anti-z, 413-429 GABA,, receptor subunit antibod-
jes (5 ug/ml). Lane | is purified receptor lrom adult bovine cerebral
cortex as control. Lanes 2 to 2 are [ractions of adrenal medulla immu-
noaffinity purified receptor in order of collection. Molecular weights
{kDa) are shown on the lefi.

control samples where the Ro 7 1986/1 affinity column
was preeluted with clorazepale.

To confirm the presence of &, subunit in adrenal me-
duila, GABA,, receptors were purified by an alternative
method of anli-GABA, receptor a,; 413429 antibody
immunoaffinity chromatography [11]. This procedure
has the advantage that isolation is not dependent on the
retention of ligand binding activity in delergent solution
where loss of binding sites caused by detergent denatura-
tion has been shown to occur [16]. Thus this methed may
give an increased yield of purified receptors which may
be important for the delection of other GABA, receptor
subunits (see below). As for the GABA,, receptors puri-
fied by benzodiazepine affinity chromatography from
adrenal medulla membranes, there was no detectable
specific [*H]flunitrazepam binding activity in the [rac-
tions eluted from the antibody affinity column. How-
ever, analysis of the fractions by immunoblotting using
anti-a, 413-429 antibodies showed immunoreactivity in
fractions 2-8 with the peak in fractions 2-5 (Fig. 3, lanes
1-5). The immunoreactive band had a M, of 53,000 and
it was coincident with the e, subunit present in receptor
preparations purified by benzodiazepine affinity chrom-
atography from bovine cerebral cortex (Fig. 3, lane 1).
The specificity of the immunoblotting experiments was
demonstrated for both the purified preparations by the
preincubation of the antibody used for the irmmunoblot-
ting with the respective peptide used as antigen. Pre-
incubation inhibited completely the signal obtained in
immunoblots for both preparations (Fig. 4, lanes 45},
Note that no anti-a, 413-429 antibody immunoreactivity
was detected in pre-eluted fractions (rom the antibody
affinity column,

The fractions containing the o, 413—429 subunit im-
munoreactivity from both purified preparations were
pooled and screened for immunaoreactivity with anti-Cys
o, 414424, anti-Cys oy 454-467, anli-os 1-16 Cys and
anti-g; 1-15 Cys affinity-purified antibodies. No detecta-
ble signals were obtained in immunoblots {resuits nol
shown).

These results coneur with those of [17] who found by
Northern blotting o, but not ¢, or @y GABA, receplor
subunit MRNA in bovine adrenal meduila. Ymer et al.
[17] atso found mRNAs for §,, £, and f; subunits, and
additionally, this group isolated the ¥, ¢cDNA initially
from a bovine adrenal medulla cDNA library {12]. The
presence of a §and ¥, subunit together with the &, sub-
unit is consistent with both the benzodiazepine radioli-
gand binding properties found in adrenal medulia (7, and
this study] and the functional effects of benzodiazepines
and f-carbolines on GABA, receptors of chromaffin
cells {10,1]. Preliminary studies using a /8, GABA,

1 2 3 4 5

26 —

al al+P

Fig. 4. Demonstration of the specificity of the immunoblotting experi-
ments. Tmmunoblots of GABA , receptors purified by both benzodiaz-
epine affinily chromatography and anti-z, 412129 GABA, receptor
antibody immunoaffinity chromatography were carried out using either
anti-a, 413-429 GABA receptor antibody alene () or anti-a, 413-429
GABA receplor antibody preincubated overnight in the presence of a,
413-429 peptide {1.25 yg/ml final concentration) {x,+P} 1o show the
specificity of the immune reaction. Lane | comains benzadiazepine
affinity chromatography purified recepror from adult bovine cerebral
coriex as antigen cantrol. Lanes 2 10 § are receptor purified from
udrenal medulla by benzodiazepine affinity column chromatography
(lanes 2 and 4) and by anti-GABA receptor o) 4£3~429 antibody affinity
chromalography (lancs 3 and 5). Moleeular weights (kDa} are shown
on the left.
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INTRODUCTION

v-Aminobutyric acid (GABA), the major inhibitory neurotransmitter in the Ceniral
Nervous System (CNS), is also present in several peripheral tissues, where it has a functional
role in the regulation of muscle contraction or harmonal secretion (for a review, see Tanaka
& Taniyama, 1992).

Chromaffin cells from adrenal medulla are considered to be typical post-synaptic
catecholaminergic neurons, because they have several embryological, structural, and
functional properties in common with catecholaminergic neurons from brain. Like neurons,
these cells originate from neural crest, a tissue of ectodermic origin, and possess secretory
vesicles, i.e, the chromaffin granules. These granules synthesize, store, and release
catecholamines (CAs) and a number of neuropeptides 1o the blood by calcium-dependent
exocytotic mechanisms

CA secretion is a process physiologically stimulated by acetylcholine (ACh), released
from splanchnic nerves which supply the adrenal medulla. When ACh binds to nicotinic
receptors located on the plasma membrane of chromaffin cells, it induces an entry of Na*
through receptor-associated Na* chapnels which depotarizes the cells and allows the
activation of voltage-dependent Ca2* channels. The subsequent Ca?* entry triggers the
extrusion of the CA granule content to the extracellular space (Douglas, 1968).

However, the recent identification of several neurotransmitters in chromafltin cells, such
as opioid peptides, substance P, somatostatin, vasoactive intestinal peptide, histamine,
angiotensin, neuropeptide Y, atrial natriuretic peptide, and GABA (for a review, see
Burgoyne, 1991), suggests a more complex picture of CA secretion by chromaffin cells,
since, together with nicotinic ACh (nACh) receptors, these neurotransmitlers could act as
physiclogical modulators of CA seeretion



In relation to GABA regulation of chromaffin cell secretion, previous work by our
group has demonstrated the presence of all enzymes implicated in GABA metabolism in the
bovine adrenal medulla (Fernandez-Ramil et al.,, 1982; 1983) as well as the existence of an
active uptake (Oset-Gasque & Aunis, 1989), and exocytotic release of this neurotransmitter
(Oset-Gasque et al., 1990). Moreover, the presence of the two subtypes of GABA receptors,
one sensitive to muscimel (GABA ) and the other insensitive to muscimol but sensitive to

baclofen (GABAR) has also been described (Castro et al, 1988), both having a role in the
regulation of CA secretion by chromaffin cells (Figure 1).

METABOLISM

Figure 1. In adrenal chromaffin cells, atl enzymes implicated in GABA metabolism (GAD, GABA-T and
SSADH) are present. GABA is released by two mechanism, one calcium-~dependent (exocytotic release) and
other calcium-independent and sodium-dependent (inversion of GABA carrier). Both types of GABA
receptors (GABA , and GABAp) exist, which modulate CA secretion. In adddition to that, other receptors of

different neurolransmitier systems are present in the plasma membrane (see text). GABA-T, 4-
aminobutyrate-2-oxoglutarate aminotransferase; SSADH, semialdehyde succinic acid dehydrogenase; GAD,

glutamate decarboxylase, SSA, succinic semialdehyde; SA, succinic acid; Glul, glutamate.

In this review we present our recent resuits concerning GABAergic modulation of CA
secretion in chromaffin cells explainig the mechanisms by which both, ionotropic GABA 5

and metabotropic GABAg receptors exert such a regulatory action.

COEXISTENCE OF GABA 4, AND GABAg RECEPTORS IN ADRENAL MEDULLA
MEMBRANES

The first evidence showing the possibility that adrenal medulla contains receptors for
GABA was obtained by Kataoka et al. (1984), who found binding of [*H}muscimol to



lch.romaﬁ'm cells in culture, and by Martinez et al. (1987), who observed that binding of
[H]GABA was specifically displaced by muscimol and (-)-baclofen. These results suggested
that the adrenal medulla contained both GABA 5 and GABAg receptors. Castro et al. (1988)

showed that specific binding of [PH]GABA to adrenal medulla membranes was biphasic, as
reflected in the curved Scatchard plot, with a low and a high affinity component, These
binding sites were specifically blocked by treatment with muscimol (low affinity) and
baclofen (high affinity), respectively, indicating the existence of GABAj low affinity

binding sites and GABAR high affinity binding sites. Computer-assisted analysis of data from
blockade and nonblockade experiments gave kinetic constants of Kd)=139*22 nM and
Bmax=3.2%0.4 pmol/mg protein for GABA sites of low affinity and Kdy=41%6 nM and
Bmax=0.35+0.26 pmol/mg protein for the GABAp, sites of high affinity.

The existence of both sites was confirmed by experiments on calcium-sensitivity of
binding. Specific [3H]GABA binding obtained after muscimol blockade (GABAR sites), was
enhanced when Ca2* was added to the incubation medium, the effect reaching its maximum
level at a Ca?* concentration of 1 mM; however, [FBH]JGABA binding obtained after blockade
with (-)-baclofen (GABA, sites ) was not significantly modified by Ca2* ions until 1 mM
(Castro et al., 1988).

FUNCTION AND MECHANISM OF ACTION OF GABA, RECEPTORS IN
BOVINE CHROMATFFIN CELLS

Sangiah et al. (1974) reported for the first time that GABA caused release of CAs from
isolated perfused bovine adrenals. Kitayama et al. (1984) found that GABA produced CA
release from isolated perfused dog adrenals, this process being CaZ*-dependent and

independent of external Na* and Cl-. .

According to our results on bovine chromaffin cells (Castro et al., 1989), GABA
stimulates basal CA release from these cells in a concentration-dependent manner. This
release represents about 70 % of that obtained by the same doses of nicotine under similar
experimental conditions. The fact that GABA stimulates basal CA release and that this
stimulation can be mimicked by muscimol, a GABA, agonist, and partially blocked by
bicuculline, a GABA 4 antagonist, indicates that this action is mediated in part by GABA,
receptors. The ECs for the effect of GABA on basal CA secretion was 7.2%1.1 uM, which
is well in line with GABA concentations necessary to stimulate the GABA 4 recepter in brain
preparations in vitro (Allan & Harris, 1986).

The CA release elicited by GABA was Ca2*-dependent and was inhibited in the absence
of Ca2t in the extracellular medium and by blockers of the L-type of voltage-dependent
calcium channels, such as nifedipine and Cd2*, but not by blockers of the T-type voltage-
dependent calcium channels, such as Ni2* (Castro et al., 1989). This pattern of inhibition is in
agreement with the known pathways for Ca2* entry into chromaffin cells (Ladona et al,
1987). In addition, GABA and muscimol increased the intracelluar concentration of CaZ*
(fCa2*]i), as measured by fluorescent probe Fura-2AM, This increase was specifically
blocked by the GABA 4 antagonist bicuculline and the calcium channel blocker nifedipine.

These results suggest that GABA evokes CA secretion in chromaffin cells by producing
a depolarization due, maybe, to an increase in the membrane conductance to Cl-, as occurs
when the neurotransmitter binds to its specific site on the GABA receptor/Cl- channel
complex in brain. Qur results about CI- fluxes measured by two independent methods, 36C]



uptake and SPQ fluorescence probes showed that muscimo! induces an increase in the efflux
of CI- from cells in culture. This effect was blocked by picrotoxin, a specific blocker of the
Cl- channel associated with the GABA 4 receptor (Gonzélez et al., 1992).

In addition to the GABA effect on the basal CA secretion, GABA, through its GABA,
receptors, increases the CA release evoked by submaximal doses of nicotine but has an
inhibitory effect on the nicotine-evoked CA secretion when nicotine is given in maximal
doses (Castro et al., 1989). This is also true in the case of KCl-evoked CA. secretion by
chromaffin cells. Thus, at low concentration of KCI (between 5 and 15 mM) the effect of
muscimol is excitatory but at higher concentrations the effect is inhibitory (Gonzalez et al.,
1992).

) b)

E,or E, < Ecy E,> Ecy
Cell depolarization Cell hyperpolarization
Stimulation of CA secretion Inhibition of CA secretion

Figure 2. (a) When GABA is bound to its GABA, receptor in chromaflin cells at resting membrane
potential (E,) or at a E,, below E¢y Eg= -3172.1 mV) a Ci-efflux is produccd and, as consequence, a

membrane depolarization and a stimulation of CA release occur. (b) By contrast, if chromaffin cells are
depolarized, presenting a E, above Egy (expetimentaly achieved by stimulation with high KC! or nicotine

concentrations) , GABA causes a Cl-infflux and, as a result, a membrane hyperpolarization and an inhibition
of CA secretion,

These apparent contradictory effects could be explained by our results on the muscimol
effect on membrane potential, measured by the fluorescent bisoxonol probe (Di-BAC 4(3)),
and estimations of resting potential and equilibrium potential for Cl- (Gonzélez et al., 1992).
At membrane potentials lower than the equilibrium potential for Cl- (in our study -51%2.1
mV), muscimol induced a depolarization of chromaffin cells and, consequently, a stimulatory
effect on CA secretion. Maximal stimulation was obtained when muscimol effect was assayed
at resting conditions (in our study the resting membrane potential (E,) was about -65 mV).
However, when cells were stimulated by muscimo! at membrane potentials greater than the
equilibrium potential for Cl- (obtained by high KCI or nicotine concentrations), the effect of
the GABA agonist was inhibitory (Gonzalez et al., 1992) (Figure 2).



FUNCTION AND MECHANISM OF ACTION OF GABAp RECEPTORS IN
BOVINE CHROMAFFIN CELLS

GABAg agonists modulate basal and nACh and GABA,-receptor-stimulated CA
secretion '

The function of GABAg receptors in adrenal chromaffin cells has not been studied
before. Our results show for the first time that the GABAg agonist baclofen and the most
potent agonist available, 3-APPA increase basal CA secretion in a dose-dependent manner
(EC5=225%58 uM for 3-APPA and 151¥35 uM for baclofen, respectively), this effect
representing between 40-50 % of that obtained with nicotine at the same doses.
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Figure 3. A.) Both GABAg agonists, 3-APPA and baclofen, increase membrane potential. This effect
is blocked by pretreatment with the specific antagonist CGP 35348, The depolarization caused by GABAp

agonists decreased or even blocked the nicotine (B) and GABA, agonist-induced depolarizations (C)



GABAg effect on CA secretion seems to be a true exocytotic and specific release, This

is supported by the findings that:

(1) It was accompanied by a dose-dependent increase in [Ca2* ]i, with a ECgy=25%6
HM and 60210 uM for 3-APPA and baclofen, repectively. Maximal increases in [Ca2* Ji are
shown in Figure 5. The effect was almost completely blocked when CA secretion by these
agonists was measured in a low Ca2*-containing medium (200 nM),

(2) GABAR agonists depolarize the cells by increasing membrane potential in a specific
form, since the effect was blocked by the specific antagonist CGP 35348 (Figure 3A).

(3) GABAg agonists were able to release other secretory granular components such as
DBH to a similar extent as CAs, and

(4) Their effects are blocked by the specific antagonist CGP 35348, which at dose 0.5
mM inhibited 70 % to 100 % the agonist-evoked responses.

In addition to the effect of GABAg agonists on basal CA secretion, stimulation of
chromaffin cells by these compounds also has an effect on the CA secretion evoked by nACh
and GABA 4 agonists. When cells are preincubated with GABAg agonists before nicotine is
added, these agonists strongly inhibit nicotine-evoked CA secretion in a dose-dependent
manner, The ICsq are of the same order of magnitude than those for activation of basal CA
secretion (354298 pM for baclofen and 240%59 uM for 3-APPA). This inhibitory effect was
accompained by a reduction of the increase of [Ca2*]i (Oset-Gasque et al., 1993) and
membrane potential induced by nicotine (Figure 3B), results which support the hypothesis of
a true inhibitory modulation of nACh receptors by GABAg ones. Similar results were
obtained for CA secretion evoked by GABA, agonists (ICsp=45%9 M for baclofen and

2117 pM for 3-APPA) as welll as for increases in [Ca2+]i (Oset-Gasque et al., 1993) and in
membrane potential (Figure 3C).

GABARg agonists increase cAMP levels

The molecular mechanism by which GABApR agonists medulate CA secretion in

chromaffin cells seem to be mediated by the activation of the adenylate cyclase (AC). This
conclusion is supported by the following experimental data:

(1) GABAg agonists increase intracellular levels of cyclic AMP (cAMP) in a dose-
dependent fashion, effects which are well correlated with increases obtained in CA secretion
(Figure 4).

(2) Several activators of AC including forskolin as well as cAMP analogues (pClp-
cAMP) increase basal CA secretion in a dose-dependent manner, a direct correlation existing
between both parameters, intracellular cAMP levels and CA secretion (Oset-Gasque et al.,
1991)

(3) Pretreatment of cells with Pertussis toxin, which produces an inhibition of negative
control of AC by ADP-ribosylation of Gi proteins , potentiates by 2 times cAMP levels and
4.5 times CA secretion induced by GABAg agonists (Oset-Gasque et al, 1993).

(4) Pretreatment of cells with Choleric toxin, which permanently activate AC, does not
produce additional increases in either the CAMP levels or in the CA secretion induced by
baclofen, indicating the activation of a common intracellular target, the Gs protein,
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Figure 4. Correlation between the rates of CA secretion and cAMP or IP, levels induced by 3-APPA (A) or

baclofen (B) in adrenal chromaffin cells, Dala arc means of 4 experiments performed in duplicate. A) (@)
¢AMP, y= 0.66x0.60, r=0.98, P<0.001; (0) IPy, y= 1.18x0.004, r=0.72, ns. B) (®) cAMP, y= 0.31x30.57,

r=0.96, P<0.01; (0) IP;, y= 1.04x%0.08, r=0.78, ns.

The inhibitory actions of GABAp agonists on CA secretion evoked by nicotinic and
GABA, receptors could also be explained by this mechanism, This conclusion seems to be

supported by both resuits which show that forskolin and pClp-cAMP have a dose-dependent
inhibitory effect on CA secretion evoked by nicotine and muscimol (Oset-Gasque et al,,
1991) and by others showing that cAMP or agonists that activate AC may produce an
inactivation of nACh and GABA4 receptor by phosphorylation (Alburquerque et al., 1986;
Huganir et al, 1986; Harrison & Lambert, 1989; Leidenheimer et al., 1991). However,
although GABAR agonists seem to mediate their effects on CA secretion by a mechanism
implicating cAMP formation, we do not exclude the possibility of the existence of additional
mechanisms for the action of these receptors (see below).

GABAjp agonists mobilize calcium from intracellular stores and increase IP3 levels in
chromaffin cells |

In order to determine the origin of [Ca2*]i increased by GABAR agonists we measured
the mobilization of calcium in response to GABAp agonist stimulation under different
conditions, which are the absence of extraceliular calcium or the blockade of different types
of voltage-dependent calcium channels with specific antagonists. Results from Figure 5 show
that the absence of calcium in the extracellular medium or its chelation by addition of EGTA
reduces [Ca2*]i increase by GABApR agonists in about a 70 %. The same result was obtained
by specific blockade of L-type voltage-dependent calcium channels with nifedipine, while @-
conotoxin, a specific blocker of N-type calcium channels did not produce any inhibition of
calcium entry. These results seem to indicate that the 70 % of {Ca2*]i increase produced by
GABAg agonists come from extracellular pools, but suggest that an additional mobilization

of intracellular calcium pools could exist.
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So as to test the last possibility, we performed two types of experiments. First, we
examined the intracellular calcium mobilization by GABAp agonists in an extracellular

calcium-free medium previous depletion of caffeine and IPy-sensitive stores. In these
conditions, GABAp agonists were unable to produce any increase in [Ca2*]i. Moreover,

after caffeine pretreatment alone, 3-APPA was able to induce a little increase of [Ca2*]i
(Parramén et al., paper in preparation). Secondly, we examined whether GABAR agonists
stimulate phospholopase C to produce IP;, GABAp agonists cause a significant dose-
dependent increase in IP3 levels, reaching maximal effects at 100 pM concentration
(Parramon et al., paper in preparation).

Taken together, results from intracellular calcium mobilization and IP3 levels

demonstrate that in addition to a very high extracellular calcium entry (70 %) mainly through
L-type voltage-dependent calcium channel, there is an additional intracellular calcium
mobilization, which could be implicated in the regulation of the GABAg evoked CA
secretion (Figure 6). This contribution is minoritary and non-specific since in the absence of
extracellular calcium although a little CA secretion exists, it is not dose-dependent.
Moreover, the correlation between CA secretion in the presence of calcium and IP3 levels is

not statistically significant (Figure 4).



CONCLUDING REMARKS

The above results demonstrate that GABA, when binds to GABA, and GABAgp

receptors on the plasma membrane of chromaffin cells, can modulate both basal and evoked
CA secretion, enhancing basal CA secretion and inhibiting secretagogue-evoked release.

The effect of GABA modulation of CA secretion by chromaffin cells depends on the
membrane potential, being depolarizing, excitatory, or hyperpolarizing, inhibitory, depending
on the degree of change in the membrane potential produced by the stimulatory agent, below
or above the equilibrium potential for Cl- (Figure 2). These opposite actions could be
mediated by an increase in the efflux or influx of CI- through CI- channel, respectively. The
intermediate position of the E¢y plays a crucial role in the dual effect of GABA 4 receptors on
the control of the CA release on basal conditions. The opening of Cl- channels depolarize the
cells towards Ec, but if the opening coincides with a stimulus depolarizing the membrane

above the Egy, this action will be dampened by the increased permeability to Cl-, and a
relative inhibition will be obtained,

GABAB
receptor

P65 + L-'bypa
)-I- voltage-dependent
IP3 " calcium channel
( Ca 2+
lular /
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P
sensitive

calclum
pool
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Figure 6. GABAy receptor activation produces an opening of L-type voltage-dependent calcium channels

that is about two thirds the total [Ca?*)i induced by these agonists. This [Ca2*]i is the responsible of at least
70 % of GABAg-evoked CA secretion. GABAg agonists produce also a calcium release from intracellular

stores. Moreover, GABAp agonists produce an increase of CAMP levels. Since cAMP has similar effects over

[Ca?*]i and subsequent CA secretion, we could hypothesize that cAMP is the main second messenger
involved in GABA receptor function in chromaffin cells. Similar effects on Ca*, IP, and CA sccretion has

been observed with PACAP (Pituilary Adenylate-Cyclase-Activating Polypeptide) in porcine adrenal
medullary chromaffin cells (Isobe et al., 1993).



GABAg receptors mediate CA secretion by a completely different mechanism (Figure
6). GABAg receptor stimulation produces an increase of calcium entry from extracellular
space mainly through the L-type of voltage-dependent calcium channels (70 %) but also
mobilize calcium from intracellular stores (30 %). Moreover, GABAg stimulation presumibly
activates AC and PLC producing cAMP and IPs, respectively, Since (1) in the case of cAMP
a direct correlation with CA ‘secretion exists but the correlation between IPy and CA
secretion is not significant, and (2) in the absence of extracellular calcium, although a little
secretion of CA exists, it is not dose-dependent, we can hipothesize that both, calcium entry
from extracellular medium and cAMP messenger system are two main signalling cascades
which trigger GAB Ag-stimulation of CA secretion. IP; production could be secundary to the
calcium-dependent activation of PLC (Parramén et al., paper in preparation).

Moreover, ¢cAMP can phosphorylate nACh and GABA, receptors, producing an

inhibitory control of their actions on CA secretion, GABA 5 and GABAg receptors could

interact each other in order to regulate CA secretion. In fact, our results seem to support a
specific modulation of GABA 4 receptors by GABAR ones, since the ICsq for the inhibition

of GABA, receptor action by GABAR agonists was very much smaller than that for
inhibition of nACh receptor action (Oset-Gasque et al., 1993).

In conclusion, GABA through both its GABA and GABAR receptors, seems to play

an important role in the modulation of chromaffin cell function anf therefore, GABA could be
added to the long list of neurotransmitters and hormones implicated in the modulation of this
complex function. The physiological significance of the results presented here is not known
yet. It could be possible that ionotropic GABA 4 receptors, as well as nACh receptors, play a

major role in the initiation of CA release in vivo while metabotropic receptors, including
those for GABAR, have a more important role in the modulation of the secretion evoked by

ionotropic receptors.
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