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iv. RESULTADOS



Resultados

1. ReceptoresGARAtA

Puestoque el estudio de la función de los receptoresGABAA en la modulaciónde la

secreciónde CAs por las célulascromafines, así como el mecanismode acción molecular

habíansido estudiadoscon anterioridaden la TesisDoctoraldel Dr, EnriqueCastro(1990),

en la presenteTesisnos hemoscentradoen el estudiode la modulaciónfarmacológicade

estos receptores,asícomoen el análisisde la estructuramolecularde los mismos,

1.1. Modulaciónfarmacológicade los receptoresGABÁA en

célulascromafinesbovinas

1.1.1. Efecto de agonistasGABAÁsobrela secreciónbasal de CAs:

curva dosis-respuesta.

La estimulaclondelascélulascromafinesdurante10 mm con museimol,principalagonista

de los receptoresGABAA, produjo una elevación de ¡a secreción de CAs de forma

dependientede la dosis.El efectomáximo se alcanzóa dosisentre10 pM y 100 ~¿My fue

de aproximadamente2.5 vecesla secreciónbasal de CAs (9.7±0.396 de secreciónde CAs

respectoal contenidocelulartotal). La EC50 paraesteefectofue de2.9±0.4gM (figura 1).
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SO50 = 2.9 ± 0.4 pM
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Figura 1. Curva dosis-respuestadel efectodel agonistaGABAA muscimol sobrelasecreciónbasal de CAs,
Las célulasse incubaron con las dosis indicadas de agonistay se midió la secreciónde CAs como se indica en
Material y Métodos. Los resultados est4n expresadoscoma porcentaje de secreción con respectoal contenido
celular total de CAs, a los que se resté el dato de secreción basal (4.11±0.23%).Los datos representan la
media ±SE.M.de 6 experimentos realizados en duplicado <n=12).

1.1.2. Efecto defármacosmoduladoresdel receptorGABAA sobre la

secreciónbasal de CAs

En estetrabajoseincluyó el estudiode fármacosde distintosgruposterapéuticosconocidos

por su actividad moduladorade la actividadde los receptoresGABAA en el cerebro.Estos

fueron los siguientes:

- benzodiazepinasagonistas(flunitrazepamy diazepam)y antagonistas(Ro 15-1788ó etil-

8-FL-5,6 ,dihidro-5-metil-6-oxo-4H.ixnidazOl(1 ,Sa)(1,4) benzodiazepina-3-carboxilato)
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Resultados

y el agonistadel receptorBZ periférico Ro 5-46846 7-Cl-1,3,dibidro-1-metil-5-(p-

clorofenil)-2H-1,4,-bezodiazepina.2.ona).
- j3.carbolinas:13-CCE(B-carbolina3-carboxilato>,13-CCM (metil ésterde I3-CCE) y

fl-CCP (propil ésterde J3-CCE)

- barbitdricos:pentobarbital

- esteroides:dexametasona(9cr-Fl-16-metil-prednisolona,prednisolona:pregnan-I,4-

dieno-3,20-diona), pregnanolona(5B-pregnan-3-ol-20-ona),THDOC (5a-pregnan-

3a,2l-diol-20-ona),3a-OH-DHP(Scrpregnan-3a-ol-20-ona),alfaxalona(5a-pregnan-

3a-ol-11,20-diona)y pregnenolona(5-pregnen-33-o]-20-ona).

Comose apreciaen la tabla 1, ningunode estosfármacos,ensayadosa las dosisindicadas

tuvo un efecto significativo sobre la secreciónbasal de CAs, con excepciónde las i3-

carbolinasa muy bajasconcentraciones(tabla 1).

Tabla 1. Efectosde los diferentes f¡$nnacosquemodulanel receptorde GABAA en el cerebrosobre la
secreciónbasalde CAs en las célulascromafines,La actividadde estosfármacosse ensayéincubandolas
células, crecidasen niultipocillo con los mismosa las dosisindicadas,y midiendola secrecióncomo se indica
en Material y Métodos.Los datosse presentancomo razón con respectosi la secreciónobtenidacon Locke
(control=4.11±0.23% del contenidocelular total de CAs).

M BENZODIAZEPIMAS
Elunitrazeoam

concentración CAs (razónsobreC)
1 nM 0.86±0.05118

lOnM 0.94±0,04115

SOnM 0.91±0,02ns
100 nM 0.96±0,09as
1 jxM 1.07±0,10118

10pM 0.94±0.06as
5OpM 1.14±0.05as
100pM 1.01±0.05n~

Ro 15-1788
concentración CAs (razónsobreC)
lOOnM 0.94±0.10115

1¡tM 1.16±0.15ng
10pM 1.13±0.01ng
100pM 0.94±0.06ng

Dinzeoam
concentración CAs (razónsobreC)
10 nM 1.02±0.07as
100aM 1.06±0.10ns
1pM 0.93±0.06115
10pM 1.08+0.11 as
100pM 1,13±0,14 ns

Ro 5-4684
concentración CAs <razónsobreC)
100aM 1.00±0.10ns
1 pM 1,05±0,10ns
10 jiM 0.95±0.05us
100pM 1.12±0.10115
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a) IVCARBOLINAS
concentración CAs (razónsobreC)

B-CCE fl-CCM B-CCP
1 nM 1.40±0.14** 1.57±0,40*** 1,84±0.11““~<
10 nM 1.06±0.06ng 1,02±0,10ns 1,27±0.1 *
50 nM 0.96±0,21ns 1.01±0.10ns 1,09±0,05ns
100 nM 1.04±0.07ns 1.04±0,03ns 1,02±0,20ns
1pM 0.96±0.11ns 0.94±0.10ns 1,06±0.01ns
10pM 1.01±0.05ns 1.04±0,07ns 1.04±0,05rs
100pM 0.88±0.01ns 0.88±0.04na 1.09±0.07ns

O BARBITÚRICOS <nentobarbital)
concentración CAs (razónsobreC)
10aM 1.18±0.15ns
100 nM 1.06±0.15ns
1 pM 0.94±o.l5
10pM 1.10±0.01ns
100pM 1.00±0.15na

13) ESTEROIDES
conc CAs (razón sobre C)

Degametasona Preunanolona TI-IDOC 3a-OH-DHT Álraxalona Prnynenolona
1aM 0.89±0.09ns 0.98±0.26ns 0.87±0.01ns 0.91±0.10ns 1,08±0,08ng 1.2±0.03rs
lOnM 1.15±0.07ns 0.99±0.O2ns 1.16±0.12ns 1.11±0.11ns 0,97±0,16ns 1,2±0.06ns
lOOnM 1.05±0,01ns 1.08±0.14as 0.85±0.14ns 1.08±0.10ns 0.90±0.09ns 1.0±0.05rs
1pM 1.14±0.OSns 1.11±0,O2ns 1,12±0.06ns 1.20±0.14ns 1,20±0.20n5 0.9±0.04ns
10pM 1.00±0.06os 0.98±0,20ns 1,05±0.08ns 1.09±0.16ns 0.96±0.10ng 1,1±0,13xis
100pM 0.98±0.26ns 1.15±0.07ns 1.14±0.18ns 1.20±O.lZns 0.96±0.1as 1.0±0,08ns

1.1.3. Efecto de fármacosmoduladoressobre
mediadapor agonistasGABAA

la secreciónde CAs

1,1.3.1. Modulaciónpor benzodiazecinas

Las benzodiazepinas(EZ) sonconocidosmoduladoresalostéricosdel receptorGABAA del

cerebro,cuyo mecanismode acción consisteen aumentarla frecuenciadeaperturadel canal

de Cl~ queformaestereceptor(Sieghart,1992).En nuestroestudio,hemosensayadolasBZ

flunitrazepam y diazepam,por ser las que modulan más potentementelas respuestasdel

receptorGABAA en el cerebro.El estudioseha hechorealizandoun pretratamientocon estas
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sustanciasparaasegurarsu máximaunión a los receptoresy un posteriortratamientocon ¡a

mezclacorrespondienteBZ +muscimol.
Y

El flunitrazepamaunaconcentraciónde 10 nM potencióel efectosecretordel muscimoL

< El efecto máximose alcanzóa una concentraciónde muscimol de 100 nM y fue deun 701k.

96 superioral efectodel muscimol. A concentracionessuperiores,el efectopotenciadorfue

r menor,aunquesiempresignificativamentesuperiora la secreciónde CAs inducidapor las
2’ diferentesconcentracionesde muscimol (figura 2A). En las mismascondiciones,unamayor

dosisde ftunitrazepam,100 pM, no produjoun efectopotenciadorsignificativamentemayor;
Sr.

sin embargo,estaconcentracióncausóuna inhibición significativa (aproximadamenteun 25t. . %) de la secrecióninducidapor concentracionesde muscimol superioresa 10 pM (figura
2A).

4< Paracomprobarel efecto inhibitorio del flunitrazepamsobre el efectosecretor de altas
y>

concentracionesde muscimol, realizamosla estimulacióncon un rangode concentraciones

Y de flunitrazepani a una dosis fija y alta de muscimol (100 SM). En estas condiciones

observamosque conforme iba incrementándosela concentraciónde flunitrazepam, se

producíaun efecto inhibitorio mayor sobre la secrecióninducidapor muscimol, quellegó

hastael 40 % de inhibición a concentracionesde 100 ~M de flunitrazepam (figura 2A,
It>

inserto).
Y

El diazepaintambiénpotencióel efectosecretordel muscimo],aunquecon menoseficacia
(

que el flunitrazepam.Diazepam10 jxM tuvo un efectopotenciadormáximoaconcentraciones

entre0.1 y 1 p¿M de muscimol, que fue de un 30 %, efecto que fue mayor en el casode

estimularlas célulascon diazepam100 gM (un 50 %). Al igual queel flunitrazepam,e]

diazepamprodujo un efecto inhibidor de la secreción de CAs inducida por altas
Y>

concentracionesde muscimol (apartir de 10 jxM), pero, en estecaso,el efectoinhibidor fue
1’

másacusado(aproximadamenteun 60 96 de inhibición a la concentraciónde 250 gM de
diazepam)(figura 2B).

Y
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Figura 2. Modulación del efecto secretor de agonistas GABAA por benzodiazepinas en las células
cromafinesbovinas, Las célulascromafinesbovinas se pretratarondurante15 minutoscon la benzodiazepina
(BZ) ftunitrazepam (A) o diazepam(B) y posteriormentecon lamezclademuseimoly EZ a las concentraciones
indicadasen la gráfica. La secreciónse midió como se egpecif¡caen Material y Métodos. Los datos se
representancomoporcentajedeefectosobreel del muscimola cadaconcentracióny en cadaexperimento.Para
establecerla comparaciónse sugieretomar como referencia la figura 1, En el inserto de la figura A se
representael efectodeconcentracionescrecientesdeflunitrazepamsobreel deuna dosisfija de muscimol Las
significacionesestadísticasse refieren al efectodel muscimolsólo encadapunto.ns, no significativo; *p.C0.I;
** p<O.Ol; *** p<O.OOS;n=8(test t de Student).
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Paraestudiarla especificidadde ambas accionesmoduladorasde las benzodiazepinas,

potenciadorase inhibidorasdela secreciónmediadapor muscimol, ensayamosel efectodel

flunitrazepamen presenciade un antagonistaHZ central, el Ro 15-17886 Ro 1788, como

es también conocido en la literatura científica. Como se aprecia en la figura 3, la

potenciacióndelefectodel flunitrazepam10 nM sobrela accióndediferentesconcentraciones

de muscimol, fueprevenidapor la adición deRo 1788 10 ~¿Ma cualquierdosisde muscimol

ensayadaentre 10 nM y 100 gM. Tambiénobservamosla reversióndel efectocon aquella

dosisa la queel flunitrazepamtieneun efectoinhibitorio sobrela secrecióninducidapor el

muscimol (muscimol 100 gM + flunitrazepam 10 MM) (figura 4A).
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Figura 3. Efecto del Ro 15 1788 sobre la modulación del efecto secretor de agonistas GABAA por
flunitrazepain en las células cromaflnes bovinas.Las células se pretrataron15 minutoscon flun¡trazepamo
con la mezclade flunitrazepamy suantagonistaespecíficoRo 15 1788y posteriormentese realizóel tratamiento
conjunto de estas sustanciasy el agonistaGABAÁ muscimol para comprobar la reversión de los efectos
potenciadoresdel flunitrazepampor suantagonista.Se midió la secrecióncomose indicaen Material y Métodos
y se expresaronlosdatos comoporcentajedesecrecióncon respectoal conten¡clode CAs totales.El valordel
control fue 4.11±0.2396 de CAs respectodel contenidocelular total. La significaciónestadísticacomparael
efecto de las distintasmezclascon el del muscimolsólo, cuyasecreciónfuesignificativaen todoslos puntos.
ng no significativo; * p.cO.Ol; ~ p<O.OOS; n=4 (test t de Student).
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Otra BZ ensayadafue el Ro 5-4684,quea dosisinferioresbajasdel ordende nM sesabe

queactúacomoagonistadel receptorHZ periférico y a dosisde pM puedeinteraccionarcon

el receptorGABAA en un sitio diferenteal de unión de GABA o BZ, inhibiendo ¡a acción

del CABA sobrelos flujos de CI’ (Sieghartet al., 1992),En contrastecon el efectodel Ro

1788,estasustanciano fue capazde revertir la inhibición causadapor flunitrazepam100 nM

o flunitrazepam10 gM sobre muscimol 100 ~M a ningunade las dosisensayadas(100nM,

1

o 10 gM) (figura 413).

1.1.3.2. Modulaciónpor13-carbolinas

Las B-carbolinassonunassustanciasconvulsivantesqueseconsideran‘agonistasinversos”

del receptorGABAA (Stephenson,1991). En célulascromafinesa unaconcentraciónfija de

B-CCE 10 pM, seensayóun rangodeconcentracionesde muscimol entre10 nM y 1.00 pM,

observandoun pico de inhibición del efectoa concentracionesde muscimol 1 MM, con una

posteriorreversiónhaciala de 100 gM (figura SA). A estaconcentración1 ¡zM de muscimol

se ensayó un rango de concentracionesde diferentes¡3-carbolinasentre 1 nM y 100 ~M
‘Y

observandoque todas ellas inhibían el efecto secretordel muscimol 1 j¿M en orden de

potencia:13-CCE > 13-CCP > B-CCM (figura 513).
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Figura 4. Efecto del Ro 15 1788y Ro 5 4864 sobrela modulacióndel efectosecretordeagonistasGÁI3AA
por flunitrazepamen lascélulascroniafinesbovinas,Las célulassepretrataron15 minutoscon flunitrazepam
o con la mezclado flunitrazepamy Ro 15 17886 Ro5 4864,y posteriormentese realizóel tratamientoconjunto
de estassustanciasy el agonistaGABA~muscimol.Se nildióla secrecióncomo se indicaen Materialy Métodos
y se expresaronlosdatoscomo porcentajedesecrecióncon respectoal contenidadeCAs totales.La secreción
basalfue 4.11±0.23%respectoal contenidocelulartotaldeCAs. La significaciónestadísticacomparael efecto
de las distintasmezclascon el efecto del muscimolsólo, cuyasecreciónfue significativa, ng no significativo;
* p <0.01; ~<“<* pCO.005;n=4 (test t de Student).
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Figura 5. Modulación del efecto secretorde agonistasGABAA por fl-carbolinas en célulascromafines
bovinas. Las células se pretratarondurante15 minutos con la etil 8-carbolina 3-carboxilato (&-CCE) y
posteriormentecon la mezcla de B.CCE y muscimol a las concentracionesindicadasen la gráfica (A) o
muscimol 1 pM y las B.carbolinasI3-CCE, il-cCM (metil ésterde B-CCE)y B-CCPa distintasconcentraciones
<E). La secreciónse midiócomose especificaenMaterialy Métodos,Los datosseexpresaroncomoporcentsjt
deefectosobreel del muscimola cadaconcentracióny se representala mediajS,E,M,decuatroexperimentos
realizadoscadauno en duplicado.Las significacionesestadísticasestánhechaspor comparacióncon el efecto
del muscimolen cadapunto.nsno significativo; *pcO.l; **p<O,Ol; ***pcO.OOS; n=8 (test t destudent).
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1.1,3.3. ModulaciónDO?’ barbitúricos

En el cerebro, los barbiltiricos potencian las accionesde los agonistasGABAA por

aumentarel tiempode aperturadel canalde CV que forma el receptor(Peterset al., 1985).

En las células cromafinesensayamosel efecto del pentobarbital 10 ~M sobre un rango

creciente de concentracionesde muscimol. Esta sustancia potenció el efecto de

concentracionesbajasdemuscimolcon un efectomáximode un 90 % e inhibióparcialmente

el efectode concentracionessuperioresdel mismo (>10~M) con un efecto máximo de un

50 % (figura 6).
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Figura 6. Modulación del efectosecretorde agonistas GABAA por pentobarbital en célulascromafines
bovinas. Las célulassepretratarondurante15 minutoscon el barbituratopentobarbital10 ¡¿M y posteriormente
con Ja mezcla pentobarbital10 ~M y muscimol a las concentracionesindicadasen la gráfica.La secreciónse
midió como se especificaen Material y Métodos.Los datosse expresancomo porcentajedeefectosobreel del
muscíniola cadaconcentracióny serepresentala media±S,EM. detresexperimentosrealizadospor duplicado.
Las significacionesestad<sticasse refierenal efectodel muscimolen cadapunto.ns no significativo; *p<O.l;
** p<O.Ol; ~ pc0.OO5(test t de Student).
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1.1.3.4. Modulaciónpor esteroides

Para estudiar la modulación del receptor GABAA por esteroides, usamos diferentes
concentracionesde 2 esteroidesobtenidospor síntesisquímica: dexametasonay alfaxalona

y 4 esteroidesgeneradosendógenamenteen los seres vivos: THDOC, 3cr-OH-DHP,

pregnanolonay pregnenolona,cuyos nombrescompletosdetallamosanteriormenteen elfi apartadoIV,1. 1.2. Todasellas son conocidaspor susaccionesmoduladorasde la actividad

del receptorGABAA en el cerebro(Peterset al., 1985).

La pregnanolonay la dexametasonaa una dosis de 1 ~M potenciaronel efecto de

muscimol de maneramás acusadaa tina concentraciónde 10 ~M de muscimol (figura 7.1

y 7.2), siendoel perfil del efectomuy similar paraambassustancias.A dosissuperioresa

10 /IM de dexametasona,el pico máximo de efecto se desplazóhacia concentraciones

inferiores de muscimol (1 MM). La alfaxalona 100 nM también produjo una curva de

potenciaciónsemejantea la anterior(figura 7.3),aunqueenestecaso,el pico deestimulación

Í máxima se obtuvo a concentracionesde muscimol de 1 ~M. Al igual que en el caso de la

dexametasona,la estimulacióncon unadosissuperiorde alfaxalona(100 ~M) desplazóel

pico demáximapotenciacióna unaconcentracióndemuscimo] menor (100 nM) (figura 7.3).

it

¡ Los datosrepresentadosen la figura 7.2 y 7.3 parecenapuntarla ideade la existenciade

una relación invérsaentrela concentraciónde esteroidey la dosisde muscimola la quese

consigueel máximo efecto; es decir, a mayor cantidad de esteroide, menor es la dosis de

muscimol necesariaparaconseguirel efecto máximo.

THDOC y 3a-.OH-DHP10 gM potenciaronel efectode muscimolde maneramásacusada

a una concentraciónde 100 nM de éste (figuras 7.4 y 7.5), El pico de máximo efecto

máximo concordabacon la concentraciónalta de esteroideensayada.
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7. Modulación del efecto secretorde agonistasGABAÁ por esteroidesen células cromafinesFigura
bovinas. Las célulasse pretratarondurante15 minutos con el esteroidea ensayar,y posteriormentecon la
mezclade esteroidey muscimola lasconcentracionesindicadasen la gráfica. Los esteroidesensayadosfueron:
(1)pregnanolona(513 pregnan-3-ol-20-ona);(2) dexametasona(Qcr-PI-I6amet¡l-prednisolofla);(3) alfaxalona(Ser-
pregnan-3a-ol-11 -20-diona);(4)THDOC (5a-pregnan-3ct-21.diol-20-ona);(5) 3a-O1-{-DHP(Sa-pregnan-3a-ol-
ZO-ona>. La secreciónse midió como se especificaen Material y Métodos. Los datos se expresancomo
porcentajede efecto sobre el del muscimol a cadaconcentracióny se representala media±S.E.M.de tres
experimentosrealizadoscadauno en duplicado.Las significacionesestadísticasestánhechaspor comparación
con el efectodel muscimolen cadapunto.ns no significativo; *p.CO,l; ** p<0.OI~ ~ p<O.OOS(test t de
Student).
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Figura 8. Modulación del efecto secretor de agonistas GABAA en células cromafines bovinas por
pregnenolona.Las célulasse pretratarondurante15 minutosconel esteroidepregnenolona(Sil pregnen-3B-ol-
20-ona)y posteriormentecon la mezcla de pregnenolona10 pM y niusciniol a las concentracionesindicadas
en la gráfica (A.) o con muscimol 10 pM y posteriormentecon pregnenolonaa distintasconcentraciones(E).
La secreciónse midió como se especificaen Material y Métodos.Los datosse expresancomo porcentajede
efecto sobreel del niuscimol a cada concentracióny se representala media±S.E.M.de todos ellos. Las
significacionesestadísticasse refieren al efectodel muscimolen cadapunto. xis no significativo; *p.CO.I; **

pct 0.01; *** p.C0.005;n=6 (test t de Student).
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magnitudde potenciacióndel efectosecretorde los agonistasGABAA por los distintos
>8 esteroidesosciló entreun 40 y un 80 9¾dependiendodelesteroidey de las concentraciones

ensayadas.Todosellos tuvieron accionesestimuladorassobreefectosecretordel muscimol,

a excepciónde la dexamtesona,que unaconcentraciónde muscimol de 100 MM tuvo un

ligero efecto inhibitorio (menos del 25 %).

Ademásde los esteroidescitadosanteriormente,todos ellos de la serie 1pregnan’ (sin

dobleenlaceen posición5), conocidosporsu efectoactivadorsobrelos receptoresGABAA,ji.. seensayóotro esteroide,la pregnenolona,quepertenecea la seriede los “pregnen”, con
dobleenlaceen la posición 5, conocidopor su efectoinhibidor o bloqueantede los efectos

del receptor GABAA. Esta sustancia a una concentración de 10 gM disminuyó
4: significativamenteel efectosecretormediadopor dosiscrecientesde muscimol (figura 8A).

Fijandounadosis de muscimol (10 MM), a la quese observóel mayor efectoinhibitorio >‘

analizandoun rangode concentracionesde pregnenolona,se confirmó el efecto inhibidor

moderado(como máximo 40 %) dependientede la dosisde este esteroidesobreel efecto
4’

secretor del muscimol (figura 813).
4:3

33

1.1.3.5. Efecto del zinc

El Zn2~ es un catión que parece modular positivamente el receptor GABAAen el cerebro

cuandoestereceptorcarecedela subunidad½(Sieghart,1992).En célulascromafines,a una

dosisde muscimol 10 gM, el Zn2~ no produjo ningún efecto significativo sobreel efecto

secretordel muscimol a ningunadosisensayada(entre 10 nM y 200 ~M) (figura 9).
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Figura9. Modulación del efecto secretor de agonistasGABAÁ de célulaseromafinesbovinaspor zinc. Las
célulasse pretratarondurante15 minutoscon Zn2~ y posteriormentecon una mezclade muscimol 10 ~M y
Zn2~ a las concentracionesindicadasen la gráfica. La secreciónse midió como se especificaen Material y
Métodos.Los datos se expresancomo porcentajede efectosobreel del muscimola cada concentracióny se
representala media±S.B.M.de cuatroexperimentosrealizadosen duplicado.Las sign¡ficacionesestad<st¡cas
se refierenal efecto del muscimolen cadapunto. ns no significativo (test t de Student).

1.2. Ensayosde unión al equilibrio de benzodiazepinas

1.2.1. Unión específicade //Hjflnnllrazepam

El flunitrazepamse uneespecfficamentea sitios de la membranaplasmáticade la médula

adrenal.Enensayoscon concentracionesde flJ-I]flunitrazepamentre0. 1 y 100 nM, utilizando

una concentraciónde 10 gM de flunitrazepamfrío paracalcular la unión no específica,se

113

118
nl

na
118 lbS

Y>

3;

Y

3’

2<...

[Y
1.,
~3¡

[3

K.



Resultados

obtuvo una unión específicamáximade un 60 %. E] gráfico del análisis de Scatchardse

muestraen la figura 10. La KD paraesteefectofuede 4±0.6nM y la Emax=27+3 fmol/mg

de proteína (Parramón et al., 1994a). El desplazamientoespecífico de la unión de

[3H]flunitrazepam10 nM por distintasconcentracionesde flunitrazepamfrío serefleja en la

figura hA. La EC
50paraesteefectofue de 40+5 nM y la K1 de 16 nM,
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Figura 10. Unión especflicade [>H]flunitrazepama membranasde médulaadrenalbovina.El ensayode
unión al equilibrio de radioligandose realizó en membranasobtenidasde la médulaadrenalbovina como se
indica en Material y Métodos. Las membranasasí obtenidas(1 mg proteína/mí)se incubaroncon distintas
concentracionesde [>H]flunitrazepam(85 Ci/mmol) durante 1 Ii a O~ C sólo (unión total) o las mismas
concentracionesmas flunitrazepam10 ~M frío (unión no específica).Las membranasse separarondel medio
de incubaciónpor filtración a vacío y la radioactividadse midió porespectrofotometríadecentelleolíquido.La
unión específicase calculé por diferenciaentrela unió total y Ja no específica.La figura representala curva
desaturaciónespecíficay el diagramade Scatcharden el inserto,Los resultadossonla mediade3 experimentos
realizadosen duplicado.El análisis deScatchardse realizó con el programaLIGANO, que dió unosvalores
de 1<~= 4±0.6nM y B~=27±3fmol/mg proteína.
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P’igLIra 11. Desplazamientode la unión específica de [>IjJflunilrazepampor flunitrazepam frío, ¡3-
Carbolinas,Ro 15 1788 y Ro 5 4684 a membranasde mt~dula adrenalbovina. El ensayode unión del
radioligando se realizó en membranasobtenidasde la médula adrenalbovina como se indica en Material y1~4~todos. Las membranas así obtenidas (1 mg proteína/mi) se incubaron durante 1 h a 00 0 con
1313]flunitrazepam(85 Ci/mmol) 10 nM y un rangode concentracionesentra 1 nM y 10

1¿M de flunitrazepam
(A), Ro 15 1788 y Ro 5 4684 (B) o il-carbolinas(C) <unión total) o con [>HJflunitrazepam10 nM con estas
SiJatanciasy flunitrazepam frío 10 ¿tM (unión no específica).Las membranasse separarondel medio de
‘Ibeubaciónpor filtración a vacio y la radioactividadse midió por espectrofotometríade centelleo liquido. La
“Ilión específicase calculé por diferenciaentre la unión total y la no específica.Los porcentajesde unión
tSl~ecificossecalcularontomandocomo 100 96 la unión específicade [>H]flunitrazepam10 nM. En las figuras
St representael porcentajede desplazamientoespecificoproducidopor cada sustancia,obtenidopor diferencia

~~tre la unión total y la inespecifica. Los resultadosson la mediade 3 experimentosrealizadosen duplicado.

anMisisde los datoscon el programaPOS dió las HO50 queaparecendetalladasen cadafigura.
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3 1.2.2. Desplazamientoespecíficopor agonistasy antagonistasde BZ

Las ¡3-carbolinas desplazaronespecíficamentela unión de 13H]flunitrazepam a las

membranasde la médulaadrenalbovinapresentandounaafinidad muy alta: susEC
50fueron

de 0.2±0.07,0.8+0.2 y 0.9±0.3nM parala B-CCE, 13-CCPy B-CCM, respectivamente

(figura 110).
Y.

El antagonistade BZ Ro 15 1788 y el Ro 5 4684 (agonistadel receptorperiférico sólo a

bajasdosisy quea altasdosisinteraccionacon el receptorde GABAD tambiéndesplazaron

con gran eficacia la unión específicade rH]fluinitrazepam, siendo sus EC50 0.26± 0,05 y

4.3+07 nM respectivamente(figura 1113).

Ningunade estassustanciasensayadastuvo ningdn efectosobrela unión no específicade

flH]flunitrazepam ensayadomediante la incubación de 10 nM del mismo con 10 pM de

flunitrazepamfrío y el compuestoespecífico.

1.3. Análisis de la estructuradel receptorGABAAexpresadoen la
4:

médulaadrenalbovina
>3

El análisisde la estructuradel receptorGABAA expresadoen la médulaadrenalbovinase

realizómediantetécnicasde inmunodeteccióncon anticuerposespecíficos,tras ¡a separación

de !as proteínas de las membranas de la médula adrenal por electroforesis, Los resultados

(bandas) obtenidosparael receptor de la médula adrenal por esta técnicasecontrastaroncon

las obtenidas con los mismos anticuerpos ensayados en membranas de corteza cerebral bovina

y las de proteínasestándaresde peso molecularconocido,con el fin de comprobarsi las
>3’

3 bandas tenían el peso molecularrequerido.
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El estudio inicial se llevó a cabo en membranas de médula adrenal crudas, donde se ensayó

33~. primero la presencia de la subunidad «í, por ser la más abundante en el cerebro. Como se

aprecia en la figura 12A, se obtuvo una banda de intensidad creciente respecto a la

concentración de proteína colocada en el gel, pero no era la correspondiente al peso

~,. molecular de la subunidad a1 de corteza cerebral. Esto podía significar que esta subunidad

no existiera en este tejido o que la preparación no fuera la adecuada. Con el fin de confirmar
33~

esta dIUrna hipótesis, más probable, iniciamos los procesos de purificación, tal como se

detallan en Material y Métodos,

La primera purificación se realizó por cromatografíade afinidad utilizando unacolumna

HZ (Ro 7 198611¾Este tratamiento eliminó todas las bandas anteriormente obtenidas <figura

123), lo queconfirmabaqueeran inespecificas,aunqueel métodode purificaciónseguíasin

ser el adecuado.Ello podíaser debidoa que el ligando utilizadopara desplazarel receptor

de la columna,el clorazepato,siguieraunido al receptory enmascararala banda,al impedir

la unióndel receptorcon el anticuerpocorrespondiente.Con el fin de eliminar el excesode

•~ clorazepato,se realizó un posterior paso de purificación, a través de una columna de

intercambiojónico, lo quenos permitióvisualizar,porprimeravez,unabandaespecíficaque

indicaba la presencia de la subunidad a1 en la médula adrenal (figura 12C).

Para confirmar la presenciade esta subunidadde maneramásespecífica,se realizó un

procesodistintode purificaciónapartir de membranascrudas.Estasfueronsolubilizadascon

desoxicolatosódico y aplicadasa una columna de inmunoafinidad que llevaba unido el

anticuerpocontra la subunidad~, 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 confirmabanpor este método la presenciade esta subunidaden la

médula adrenal.

Una posterior y definitiva confirmación se obtuvo al bloquearla bandaespecíficapor

3 pretratamientodel anticuerpoa ensayarcon el correspondientefragmentopeptidicoutilizado

en la inmunizaciónde los animales.Estetratamientoproducela unión específicadel antígeno
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y el anticuerpo, lo que impedirá la unión de este óltimo al receptor purificado. En la figura

12E se puede observar la ausencia de la banda característica correspondiente a la subunidad

a3 para los dos tipos de preparaciones de las membranas, tras la incubación con el péptido
2<

correspondiente.

Todos los resultados anteriormente expuestos demuestran de una forma concluyentela

presenciade la subunidada1 en el receptorGABAA de la médulaadrenalbovina,

Posteriormentese ensayóla existenciade otras subunidadesutilizando los anticuerpos

específicos indicados en Material y Métodos, en ambos tipos de membranas purificadas.

Corno se aprecia en la figura 13, en la médula adrenal se pudo observar la presencia de otras
33.

subunidadesqueconformanel receptorGABAA. Estassubunidadesson:

-La subunidada~, detectadaen ambostipos depreparacionesde membranas(figura 13A),

-Las 3 subunidades13: B~, ~ y 133 detectadasen membranaspurificadaspor la columnade

BZ (figuras 11313 y C). La presenciade la subunidad133 se confirmó adicionalmentecon

el uso del péptido correspondiente(figura 13C),

-La subunidadTi se detectóen membranaspurificadaspor la columnade BZ (figura 13D).

Por el contrario, en la médula adrenal se demostró la ausenciade las siguientes

subunidades:a2, a3 y a6 (figura 14A y 13). En el caso de la detecciónde la subunidad a6,

se utilizaron como control membranasde cerebelo,ya que es en estaestructuradondeestá

dnicamentepresenteesta subunidad.

3’

<3> Adicionalmentese ensayóla presenciade la subunidad8 en ambostipos de preparación

de membranas,con su anticuerpoespecificoindicadoen Material y Métodos.En estecaso

no se pudo demostrarni la presencia ni la ausenciade dicha subunidad, ya que este

anticuerpofue obtenido muy recientementey no seencuentrasuficientementecaracterizado,

lo cual no excluyela posiblepresenciade esta subunidaden la médulaadrenal.
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~33

~i3..

Figura 12. Presenciade la subunidad a1 en las membranas de la médula adrenal bovina. La
inmunodetecciónde la subunidada¡ en la médula adrenal se realizó por técnicas de westernblottingo
inmunotransferencia,usando el anticuerpoespecifico contra la subunidada 413-429 (5 pg/ml)4A> Las
membranascrudasde médulaadrenalobtenidassegúnse indicaen Material y Métodos secolocaronen orden
decrecientede cantidadde proteína.Los números1 al 5 correspondena 7,5, 6,5, 5, 3.5 y 2 ~¿gde proteína
total, respectivamente.c, membranasdecortezacerebralbovina, usadascomo control. b, tampónutilizado en
la electroforesis,usadoparacomprobarqueno hubieraseñalesinespecificas.(E) Trasrealizarla solubilizacién
del receptorcon desoxicolatosódico las membranasde la médula adrenal se pasarona travésde un columna
que tenía la benzodiazepinaRo7 1986/1.De la fracción 6 obtenidase tomaronalícuotasde 25, 50, 100, 150
y200 ~í y se colocaronen loscarriles 1 al 5, ccorrespodeal receptorHZ decortezacerebralbovinapurificado
por el mismo procedimiento.b, es el tampónusadoparacomprobarqueno hubierasefialesinespecificas.(C)
Las distintasfraccionesobtenidassegún el procedimientoanteriorsejuntaron y se realizó unacromatografía
de intercambioiónico. Se obtuvieron8 fraccionesde 1 ml de las que se ensayaronalícuotasde 50 pl. Los
carriles 2 a 9 correspondena 8 fraccionesen ordende colección y 1 es el receptorHZ purificado de corteza
cerebral bovina, (D) Las membranastras la solubilizacióndel receptorcon desoxicolatose sometierona una
purificación a travésde una columna de inmunoafinidadque tenía unido el anticuerpoespecíficocontra la
subunkladanti a,-413-429del receptorGABAA. Se obtuvieron8 fraccionesde las cualesse ensayaron50 1t1
en los carriles 2 a 9. 1 es el receptorBZ de cortezacerebralbovina purificado por el mismo método. (E)
Especificidadde la reacción inmune: las membranaspurificadascomo en el casoC <2) y cono en el casoD
(3) se sometieronal tratamientocon el anticuerpocontrala subunidada1 413-429 (2 y 3) o esteanticuerpoy
el peptídoa~ 413-429(1.25gg/ml) (4 y 5), que bloqueóla señaldel anticuerpo.1 es el receptorHZ purificado
decorten cerebralbovina. Parainformaciónadicionalver Material y Métodos.Los pesosmoleculares(KDa)
seobservanen cadafigura a la izquierda.Se presentafotocopialáserde las correspondientesfotografías.
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Figura 13. Presencia de las subunidades a4, fl1~ I~ y 83 y y~ en membranaspurificadas de mddula adrenal
bovina. (A) 1, receptorHZ purificado de cortezacerebralbovina. 2, receptorHZ de médula adrenalbovina
purificado por cromatografíadeafinidaddeBZ seguidadecromatografíadeintercambiojónico. 3, receptorde
médula adrenalpurificadopor columnade inmunoafinidada,. Los anticuerposutilizadosfueronanti-a,413-429
<5 vg/ml) (1) y anti-a47-10(10pg/ml) (2 y 3). (B y D) 1, receptorHZ purificado decortezacerebralbovina.
2, receptorBZ de médulaadrenalpurificadopor cromatografíade afinidadde HZ seguidadecromatografíade
intercambiojónico. El anticuerpousadofue I3~ nuonoclonalcomercial (1.6 pg/ml) (1 y 2 de B) y Yz ~ cys
(10 ng/ml) (1 y 2 de D). <C) 2, 4 y 6 membranasde cortezacerebralbovinapurificadaspor cromatografíade
afinidaddeHZ. 1, 3, 5 y 7 membranasde médulaadrenalpurificadaspor columnade afinidadde HZ seguida
de intercambioiónico. Observarque los carriles 2, 4 y 6 han sido cortadaspor la mi<ad y han sufrido dos
tratamientosdiferentes.Los anticuerposusadosfueronB~ 1-l4cys <15 pg/ml)(6y7)y133379-393<tOpg/nil)(l-
6>. La especificidadde la reacción inmune para la subunidad83 se pusode manifiesto medianteel uso del
peptido133 379-393(100pg/ml, 1 y 2, 6 10 ng/ml, 23 y 4). Los pesosmoleculares<KDa) seobservanencada
figuraa la izquierda. Se presentafotocopialáserde las correspondientesfotografías.
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2. ReceptoresGABA~

Corno habíamosobservadoanteriormentey reflejado en nuestro trabajo de Tesina (M.

Parramón, 1991), los receptoresGABA8 incrementanlos nivelesintracelularesde AMPc,

y estepareceser el mensajeroque modulasu efectosobrela secreciónbasal,estimulándola,

y sobrela secreción mediadapor los receptoresnicotínico y GABAA, inhibiéndola(Oset-

Gasqueel al., 1993). Por ello a lo largo de todo nuestroestudio de estaTesis Doctoral

hemosefectuadoen paralelolos experimentoscon agonistasGABA11 y con sustanciasque

incrementanlos niveles de AMPc intracelulares,forskolina, por activacióndirecta de la

adenilatociclasa,y pClpAMPc, un análogopermeableno hidrolizable del AMPc, Así, en

los sucesivosapartadospresentaremosambosdatosconjuntamente.

2.1. Efectosde los agonistasGABA8sobreel potencialde

membrana.

Puestoque sehabía demostradoquela activaciónde los receptoresGABAR por agonistas

específicosproducíaun incrementode la secreciónbasalde CAs, eramuy probablequeésta

fuera debidaa una despolarizaciónde la membranacelular. Para examinaresta hipótesis

utilizarnos la sonda fluorescentebisoxonol, como se indica en Métodos, apartado2.6.,

observandoquea una dosis de 500 gM ambosagonistasdel receptor , APPA y baclofén,

producíanincrementosen la fluorescenciadedichasonda,y, por consiguiente,del potencial

de membrana.Los incrementos,medidosen unidadesarbitrariasde fluorescencia,oscilaron

entre5 y E unidadesen los diferentesexperimentos.Esteefectodespolarizantefue bloqueado

por incubaciónpreviacon el antagonistaCGP35348 (figura 15), que inhibió entreun 80 y

un 100 % el efecto. Usamos exclusivamenteeste antagonistapor haber observado

anteriormenteque es el másefectivo en nuestrascélulas (Oset-Gasqueel al., 1993).
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Figura 15. Los agonistasGABAD incrementanel potencialde membrana.Ambos agonistasdel receptor
QABA11, baclofen y APPA se añadierona una suspensiónde células que conteníabisoxonol 2 ~M y se
registraronlas variacionesde fluorescenciaproducidassegúnse indicaen Material y Métodos.El incremento
del potencialde membranaque ambosprodujeronse bloquedcon el antagonistaespecificoCG? 35 348 a las
Concentracionesy tiemposindicadasen la figura. El registro mostradoes representativode al menos 10
experimentosrealizadosen diferenteslotesdecélulas,con el mismo resultado.
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Resullodos

Ya quehablamosdemostradoquelos agonistasGABAB inhibíanla secrecióninducidapor

nicotinay por ¡nuscimol de maneradependientedela dosis,estosefectosdebíanserparalelos

a una disminución de la despolarización de la membrana inducida por estos agentes

secretores. Por ello estudiamos el efecto que los agonistas GABA~ podían tener sobre los

incrementos en el potencial de membrana producidos por los agonistas nicotinicos y GABAA.

El pretratamiento de las células con APPA y baclofén a una dosis 500 yM bloqueé

completamentela despolarizacióncausadapor nicotina50 j¿M (figura 16A) y disminuyómás

de un 50 % la causadapor muscimol 50 pM (figura IÓB).
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Figura 16. Los agonistasGABÁ5 previenenel incrementodel potencialde membranaindicido por los
agonistasnicotinicosy de GAI3AA. Hl potencial de membranase midió por tratamientode frs célulascon
nicotina (A) o muscimol (E> en ausenciay en presenciade los agonistasclABA~, como se indicaen Material
y Métodos,a las concentracionesy tiemposindicadasen la figura. El registroes representativodeal menos10
experimentosrealizadosen 3 lotesdiferentesde célulascon el mismo resultado.
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Paraexaminar si estos efectossobreel potencial de membranapodían ser debidosa la

estimulaciónde la producciónde AMPcpor los agonistasGABAB serealizaronexperimentos

paraleloscon pCIpAMPc 250 MM o forskolina 5 ~¿Msobre el efectode la nicotinay el

‘nuscimol. Seobservóquela forskolina y el pClpAMPc, al igual quelos agonistasGABA~

producíanunadespolarizaciónde las células.La despolarizacióncausadapornicotina50 pM

fue totalmentebloqueadamedianteel tratamientoconforskolina5 ttM y seinhibió un 70 %

por pCIpAMPc 250 MM (figura 17A). De igual forma, la despolarizaciónprevia de las

células con pCIpAMPc o forskolina bloqueé totalmentela despolarizacióninducida por

muscimol (figura 17B). Presentamosen estas figuras un registro representativode un

resultadointermedioobtenido en los diversos experimentosrealizados,aunquehay que

puntualizarquedespolarizacionesiniciales mayoresprodujeronun efectoinhibitorio mayor

sobrela despolarizacióninducidapor la segundasustanciaensayada(nicotina o muscimol).
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Figura 11. Electo de agentesque elevan el AMPe sobre el incremento del potencial de membrana
producidopor los agonistasnicotfnicosy de GABÁA. El potencialdemembranase midió por tratamientode
lascélulascon nicotina (A) y muscimol (E), en ausenciao presenciadesustanciasque incrementanlosniveles
intracelularesde AMI’c, a las concentracionesindicadasen la figura, segúnse indica en Material y Métodos.
st muestraun registro representativode al menos 10 experimentosrealizadosen 3 lotesdiferentesde células,
con el mismo resultado.
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2.2. Efectosde agonistasGABARsobreel C¿rt intracelular

Una vez confirmado que el efecto de la activaciónde los receptoresGABINB sobre la

secreción de CAs se acompañabade cambios paralelosen el potencial de membrana,

quisimos profundizar en los mecanismos moleculares a través de los cualeslos receptores

GABA11 ejercen dicha función. Puesto que la exocitosis de CAs es un proceso

fundamentalmentedependientede Ca
24, estudiamos,en primer lugar, el papel de este

mensajerointracelularen la mediaciónde la acciónde dichosreceptoressobrela secreción

de CAs.

2.2.1. Curva dosis-respuesta

Los agonistas GABA
8 incrementaron los niveles de Ca

2~ intracelularesde manera

dependiente de la dosis. Las EC
50 para este efecto fueron de 25±6~M para el APPAy

60+10 MM para el baclofén, El efectomáximo se alcanzóentre200 y 500 ~M de ambos

agonistas y fue de 250 +40 y de 225+30 nMpara el APPAy el baclofen (media+S.E.M.),

respectivamente(figura 18).

De forma análoga, las sustanciasusadasparaincrementar los nivelesintracelularesde

AMPe, forskolina y pCIpAMPc tambiénprodujeron un incrementodependientede la dosis

en los niveles de Ca
24 intracelulares. La forskolina produjo un efecto máximo a

concentracionesentre5 y 10pM (210+26nM, media±S.E.M.),con unaEC
50de 0.7+0.2

MM.. El pCIpAMPc produjo un efecto máximo a concentracionesentre250 y 500 pM

(229±38nM, media+S.E.M.),con unaEC50 de24±2gM (figura 19).
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Figura18. Curvasdosis-respuestadela elevaciónde calcio intracelularproducidapor estimulaciónde los
receptoresGÁBA11. Las células fueron precargadascon fura 2 AM 5 ~M, centrifugadasy lavadascomo se
indicaen Material y Métodos.En las cubetasdel espectrofluorimetrose pusieronItY célulasy se estimularon
con las diferentesconcentracionesde agonistascIABA8 indicadas.Las concentracionesde calcio secalcularon
mediantela fórmula indicadaen Material y Métodos.Los puntosrepresentanlosporcentajes(media ±S.E.M,
n=12) deincrementosdecalcio,tomandocomo100% laelevaciénmáximadecaicio,250±40nMy225±30
nM para APPA y baclofén,respectivamente,una vez restadoel basal(175±25nM). Las EC~ secalcularon
medianteel programaestadísticoindicadoen Material y Métodos.
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Figura 19. Curvas dosis-respuestade la elevacióndecalciointracelularproducidapor AMPe. Las células
fueron precargadascon fina 2 AM 5 ~M, centrifugadasy lavadascomo se indica en Matenal y Métodos.En
las cubetasdel espectrofluor(metrose pusieron106 célulasy se estimularoncon las diferentesconcentraciones
de pCIpAMPc y forskolina indicadas.Las concentracionesdecalcio seobtuvieroncon la fórmulaindicadaen
Material y Métodos.Los puntosrepresentanlos porcentajes(media ±S,E.M,n=l2) de incrementosde calcio,
tonandocomo 100% la elevaciónm~iximadecalcio,201±26nMy229±38nMcon forkolinaypClpAMPc,
respectivamente,unavez restadoel basal(175±25nM).
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2.2.2. Origen del Ca24 movilizadopor los agonistasGABA»

Puestoquelos nivelesde Ca24 intracelularessepuedenelevarbien comoconsecuenciade

la entradade Ca24 a travésde sus distintos canales(A) o de la salida del mismo de los

depósitosintracelulares(B) ), quisimos estudiar en profundidad la contribución de cada uno

de estosmecanismosal incrementode Ca24 citosélico tras la activaciónde los receptores

cIABA
11. Paraello, estudiamosel efecto de la ausenciade Ca

24 extracelutarsobre el

incrementodeCa24citosólicoinducidoporagonistasCABA
11 en comparaciónconel inducido

y
en presenciade2.5 mM de Ca

24 extracelular.La reducciónde Ca24 extracelularse realizó

por dos métodos:(1) mediantela quelacióndel mismo con ECTA o (2) la disminucióndel
y

mismo a unaconcentraciónequimolarcon la concentraciónintracelular (200nM) utilizando

paraello unamezclaadecuadaEGTA/CaCI
2, comose indicaen Métodos(apartado111.2.6.).

En ambos casos hubo una drástica disminución en los niveles de Ca
24 intracelulares

producidosporambosagonistas(figura20). El efectofueaproximadamente1/3 del obtenido

con Ca2~ extracelularnormal (2.5 mM). Estos resultadosindicaban que ademásde una

entradade Ca24 extracelularmayoritariaa travésde canalesde Ca24 tipo L, podría haber

tambiénunasalidadel mismode los depósitosintracelulares.Estudiamosacontinuacióncon

detalle ambos procesos.

2.2.2.1. Entradade Ca24 del medioextracelular

La entrada de Ca24 del medio extracelular se realiza en su mayor parte a través de canales

específicosdependientesde voltaje que se abrenen respuestaa una despolarización(ver

apartado1.2.2.1.). Bloqueandola entradade Ca24 a través de sus canalestipo L con la
dihidropiridina nifedipina 50 MM, se consiguió una inhibición del incrementode Ca24

intracelular (de entreun 60 y un 70 %), semejantea la obtenidamediantetratamientocon

BUTA o mediantela disminución del Ca24 extracelulara 200 nM (60-80 % de inhibición)

(figura 20). Estos resultados indican que la entrada de Ca2~ en respuesta a la activación del

receptorCABA
11 se realizaatravés de un canaltipo L. El efectoinhibitorio de la nifedipina
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50 gM (CO-70 %) tambiénfue observadoen el casode la estimulaciónde las células con

pCIpAMPc 125 MM (figura 2lA) o forskolina5 jxM (figura 21B>, efecto muy semejante al

obtenidopor pretratamientoconEGIA (figura 21 A y B).

Paracomprobarsi habla otro canal de Ca2~, ademásdel L, implicado en estos efectos,

usamos w-conotoxina,que bloquealos canalestipo N. Esta sustanciano produjo efecto

ninguno sobre la elevaciónde Ca24 intracelular inducido por APPA o baclofén500 MM

(figura 20), lo que indicabaquelos canalestipo N no estabanimplicadosen el mecanismo

de entradadeCa24 producidopor activaciónde los receptoresGABAD.
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l~gura 20. Origen celular del incrementode Ca24 producido por los agonistasGABA
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GABA8 se afiadierona las célulasen suspensiónconcalcio normal sin pretratamiento(O) o traspretratanilento
con un quelantede calcio (EGTA 4 nidvl) (0), un bloqueantede canalesde calci¿tipo 1. (nifeclipina 50 pM)

o un bloqueantede canalestipo N (w-conotoxina5 ¡¿M) (~). Tambiénse afiadierona las célulasen un
medio bajo en calcio, 200 nM (U). En la figura se indican los incrementosdecalcio intracelular,medidoscon
la sondafluorescentefura 2 AM, conseguidosen cadacondiciónun vez restadoel calcio basal(179±23).Los
datos sonlas medias±S.E.M.dc 9 experimentosrealizadosen 3 lotesdistintosde células.Las significaciones
estaclfslicasse refieren al efectodel agonistasin pretratazniento(El). * pC0.OS;** p<0.Ol; “‘«“‘ PCO.OOI.
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2.2.2.2. Salida de Ca2~ de los devósitosintracelulares

En las células cromafines existen dos grandes reservorios intracelulares de Ca24,

denominadossensiblesa IP
3 e insensiblesal mismo y sensiblesa cafeína(CICR) <Burgoyne

et al., 1989>. Para conocer de cual de los dos depósitos intracelulares procedía el Ca
24

intracelular producido por activación de los receptores cIABA
11, realizamos una serie de

experimentos, suspendiendo las células en un medio bajo en Ca
24 (200 nM). En estas
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condiciones, la estimulación de las células cromafines en suspensión con agonistas cIABA11

produjo una elevación de Ca
24 de 104+ 13 y 110±9 nM para el APPA y el baclofén,

respectivamente(figura 22A). Con angiotensinaII, sustanciaqueproduceunasalidade Ca2~

del compartimentodel retículo endoplásmico,a una concentraciónde 2 ~M, se obtuvoun

incrementode Ca24de 226+48nM (figura22B). Tras la estimulacióncon angiotensinaII,

los agonistascIABA
11 no incrementaronadicionalmenteel Ca

24intracelular(figura22B). La

cafeína4 mM, queestimulael compartimentoinsensibleaIP
3 produjoun incrementodeCa

24

de362±30nM (figura 22C). Trasel tratamientocon estasustancialos agonistasCABA
11 si

produjeronun incrementoadicionalde los nivelesde Ca
2~intracelular(APPA=80+l0nM

y baclofén84±7nM) (figura22C). Esteincrementofue un 15-20 % menorqueel producido

por el agonistasólo (figura 22A). Lo mismo sucedíasi las células eran pretratadascon

cafeína y luego tratadascon angiotensinaII (187±80nM, que suponeun 15-25 % de

reducción)(figura22D), Sin embargo,la estimulaciónde ]as célulasconcafeínaseguidapor

angiotensinaII bloqueócompletamentela respuestade los agonistascIABA
11 (figura 22D).

Todosestosresultadosindicanquelos receptoresCABA11, ademásdeproducir la entradade

Ca
24 del medioextracelular,estimulanla liberación de Ca2~del compartimentointracelular

sensiblea IP
3.

2.2.3. Producción de IP3 por los agonistasGABAB

La estimulaciónde las célulascromafinesdurante10 mm conagonistasGABA11 produjo

un incrementodependientede la dosisde los nivelesde IP3 (figura 23). El efecto máximo

seconsigióa unaconcentraciónde 100pM de ambosagonistas,siendode aproximadamente

3 veceslos nivelesbasales(7.3±0.3pmol/10
6cel).
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Figura 22. Movilización de Ca2~ de los depósitosintracelularespor los agonistasGABÁB. Las célulasse
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Figura23. Efecto de los agonistasGAI3A8 sobrelos niveles intracelularesde IP3, Las célulasse incubaron
durante10 mm con APPA o baclofén0.5 n’.M y se midieron los nivelesde 1P3 como se indicaen Material Y
Métodos.Los resultadosseexpresancomo porcentajesrespectoal control (7.3±0.3pmol/10

6ccl> y representan
la media de 8 experimentosrealizadosen duplicado.Las comparacionesestadfsticasse refieren al control.
*prZO.O5; ** p<O.Ol; ~<~<p<O.OOl.

•
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2,2.4. Influenciadel Ca24 en las respuestasmediadaspor activacióndel

receptorGABA~

2.2.4.1. Sobrela secreciónde CAs

El Ca24 esprimordial en los mecanismosquedisparan y posibilitanla exocitosis,Porello

estudiamosla influencia de este catión en la secreción mediadapor activación de los

y receptoresGABA
11. Las células fueron estimuladasparalelamentecon los agonistasen un

medio con Ca
2+ normal o en un medio sin Ca24, pero con Mg2+ para suplir los

requerimentosen ionesdivalentes.En un tiempode incubaciónde 10 mm la estimulaciónpor

losagonistasprodujo unainhibición de másde un 70 % de la secrecióndeCAs inducidapor

los mismosagonistasen presenciade Ca24 (figura 24A). El efectosecretoren ausenciade
y.

¡ Ca24 no fue estadfsticamentesignificativo sobre el control. El mismo resultadose obtuvo

midiendo la secreciónestimuladapor los agonistasen tiemporeal, segúnel apartado111,2.2.

En estecasoni el APPA ni el baclofénprodujeronpicosde secreciónen ausenciade Ca2~,

mientrasque en presenciade Ca24 y en las mismascondiciones,la secreciónfue la esperada

(figura 25),

El efectoinhibidor de la secreciónde CAs producidopor ausenciade Ca24 extracelular

fue también observadoen el caso de la estimulación de las células con adenosinay

pCIpAMPc. Por el contrario, la forskolina y altasconcentracionesde adenosinatuvieron un

efecto estimulantesignificativo de la secreciónde CAs en ausenciade Ca24 extracelular,

aunquemenorqueel producidoen presenciadel mismo (figura 24B).
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Figura 24. Efecto de agonistasGABA~ y AMPc sobrela secreciónde CAs en presenciay ausenciade
calcio extracelular.Las célulasse incubarondurante10 minutoscon los agonistasCABA» (A) y diferentes
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2.2.4.2. Sobrela formación de AMPo

La incubaciónde las célulascromafinesdurante10 mm en ausenciade Ca2~extracelular

con agonistasGABA
11 produjo unosnivelesde AMPc aproximadamenteun 70 % inferiores

a los obtenidosen presenciade Ca
24 (figura 26A), aunqueen estecaso,a diferenciade la

secreción,el efectofue estadfsticamentesignificativo sobreel control. La ausenciade Ca2~

extracelulartambiéndisminuyólos nivelesde AMPc inducidospor adenosina,en tanto que

la forskolinaprodujo mayoresniveles de AMPe en ausenciade estecatión (figura 26B).

2.2.5. Efectosde los agonistasGABAQsobreel Ca2~ inducidopor

activaciónde otros receptores

El pretratamientode las células con agonistas GAnA
11 produjo una inhibición

prácticamente del 100 % de la elevación de la concentración de Ca
1~ intracelularproducida

por estimulaciónde lascélulasconnicotina50 ~M (figura 27A) y también de la obtenida por

estimulacióncon muscimol 200 MM (figura 27B). Estos resultados concuerdanconel hecho

de queel mismopretratamientobloqueala respuestade ambosreceptoressobreel potencial

de membrana (figura 16).

El AMPc tambiénprodujo una disminuciónsignificativade estasrespuestas(figura 28),

quetambiénconcuerdacon efectosparalelossobreel potencialde membrana(figura 17) y

sobrela secreciónde CAs (Parramónet al., 1994d).
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2.3. Efectode agonistasCABA8 sobrelos niveles intracelulares

de GMPc

Ya que los receptoresGABA11 activan la adenilatociclasa estimulandola formación de

AMPc (Tesinade M, Parramón,1991; Oset-Gasqueet al., 1993), nos interesóestudiarsi

laactivacióndeestosreceptorespromovíala formaciónde otro nucleótidocfclico, el GMPo.

paraello, realizamosla estimulacióndelas célulascromafinesen cultivo con concentraciones

crecientesde APPA y baclofén,como se indica en Métodos(apartado111.2.5.).Ningunode

estosagonistasa las dosisensayadasincrementaronsignificativamentelos nivelesde GMPc

(figura 29), por tanto, la activaciónde estosreceptoresno estimulala guanilatociclasay la

formación de GMPc, siendoel efectoespecíficosobrela adenilatociclasay el AMPe.
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2.4. Correlacionesestadísticasentre los nivelesde mensajeros

intracelularesy los efectossecretores

2.4.1. Correlacionesentrela secreciónde CAsy los nivelesdeAMPo

y Ca2~ inducidospor activación de los receptoresGABA,

En la figura 30 se aprecia que existe correlación lineal directa estadísticamente

significativa entre los niveles de AMPc inducidos por diferentes concentraciones de tos

agonistasGABA~ y la secreciónde CAs producidapor los mismos.También existe una

correlaciónlineal directaestadfstcamentesignificativaentrelos nivelesde Ca2~ intacelulares

y la secreciónde CAs inducidospor activaciónde los receptoresGABA
11, Ello significaque

estos mensajeros intracelulares pueden ser mediadores del efecto secretor producido por

activación de los receptores GABA», que además parece responder a un proceso de verdadera

exocitosis.
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Figura 30. Correlacionesestad(sticasentrelos niveles de AMPe o incementosde Ca
2~ intracelulary la

secreciónde CAs inducidospor estimulaciónde los receptoresGABA». Los valoresde secrecióndeCAs
estánexpresadosen porcentajesse secrecióncon respectoal contenidocelular total de CAs. El análisis de
correlaciónCAs/AMPc (.) dio un coeficientede correlación r=0.80, n±2S,t(n-2)6.46, p<O.OOl. l~a
correlaciónCAs/calcio(O) <lid un r=0.92,n=12, t(n-2»’S.95,p<O.OOI.
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2.4.2. (‘orrelación entrela secreciónde CAsylos nivelesintracelulares

deAMPcproducidapor los diferentesagentesque elevan los

nivelesintracelularesde AMPc

Puestoque el AMPe resultabaestardirectamenterelacionadocon la secreciónde CAs

indicidapor la estimulacióncelularconagonistasGABA», quisimosexaminarla hipótesisde

si la elevación de este segundo mensajero por distintos agentes que incrementan los niveles

intracelulares de AMPe estaba directamente relacionada con el efecto secretor, Para ello,

relacionamos los niveles de AMPc obtenidos tras la estimulación con distintos agentes

<forskolina, adenosina, isoproterenol, VIP, agonistas GABA» o mezc]as de ellos con

forskolina) con la secreción de CAs a la que daban lugar. En un análisis preliminar, puesto

que los niveles de AMPcobtenidos en todos estos casos eran de muy distinta magnitud, esta

relación no fue estadísticamente significativa. En una segunda aproximación, el análisis de

correlación se llevó a cabo agrupando los datos en tres diferentes bloques, segdn los niveles

de AMPcque inducían los diferentes efectores, Ello llevó a una triple representación (figura

31):

(1) Correlación AMPc/CAs para agonistas que incrementaban hasta 3.5 veceslos niveles

basales de AMPc,

(2) Correlación AMPc/CAs para agonistas que incrementaban entre 3.5 y 7.5 veces los

niveles basales,

(3) Correlación AMPc/CAs para mezclas de agonistas con forsl<olina, que incrementaban

los niveles de AMPcpor encima de 7.5 veces los basales.

Mediante este análisis de los datos, observamos que sólo existía una relación directa y

estadísticamente significativa en el caso de niveles bajos de AMPc(figura 31, A). A más altos

niveles de AMPc(entre 3.5 y 7.5 veces los niveles basales), aunque existíaunacorrelación

positiva, la pendiente de la curva disminuyó considerablemente (figura 31 .B). La correlación

para mezclas de agonistas con forskolina (figura 31.C) no fue estadisticamente significativa

incluso exitía una correlación inversa en algunos casos,
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2.4.3. Correlación entre la secreciónde CAsy los nivelesde IP3

producidospor activaciónde los receptoresGABA»

La coaelaciónentrela secreciónde CAs y los niveles de IP3 fue directapero, seg,in el

análisis estadísticode la correlación,ésta no fue significativa. En la figura 32A y B se

representanlascorrelacionesestadísticasentrela secreciónde CAs y los nivelesde IP3 para

ambosagonistasGABA~, comparadascon las del AMPc.

2.5. Regulacióndel efectosecretorde los receptoresGABA8por

fosforilación

Dadala importanciade la fosforilación de proteínasen la regulaciónde la actividad de

numerososreceptoresy el efecto notable de los receptoresGABA~ sobre los niveles de

AMPc, nos interesóestudiarel efectode la implicación de dos kinasas,PKA y PKC sobre

la función deestos receptores,ya quese habla descritoqueen el SNC estos receptoresson

reguladospor dichaskinasas(Kamatchi& Ticku, 1990).

2.5.1. Regulaciónpor PKA

Tras la preincubaciónde las células durante10 mm con un rango de concentraciones

crecientesdel análogopermeabledel AMPc, pCIpAMPc entre 1 MM y 1 mM, que elevéla

secreciónbasalde CAs como ya conocíamos(Tesinade M. Parramón,1991),serealizó una

estimulacióncon agonistasGAI3A11 a una dosis de 0,5 mM. El pretratamientode la células

con el análogodel AMPc y posterior tratamientocon medio Locke (control) no produjo

variacionessignificativasen la secreciónbasal, Sin embargo,el pretratamientocon AMPe
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inhibió muy significativamenteel efectodelos agonistasCABA11 sobrela secreciónbasalde

CAs. La magnitudde esteefecto inhibidor dependióde la dosisde pCIpAMPc utilizada en

la preestimulaciónde las células y osciló entreun 80 y un 100 % en el caso del APPA y

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

De igual manerasepretrataronlas célulascon un rangode concentracionesde forskolina

y posteriormentecon los agonistasa unaconcentraciónde 0.5 mM, Análogamenteal efecto

del AMPc, el pretratamientode las célulascon forskolina no alteró significativamentela

secreciónbasal,pero inhibid el efectode los agonistasCABA11 sobrela secreciónde CAs,

EL efectoinhibidor en estecasoosciló entre un 60 y un 80 % en el casodel APPA y de un

30 a un 100 96 en el caso del baclofén,dependiendode la dosisde forskolina utilizada

(figura 33B).

2.5.2. Regulaciónpor PKC

Las células se pretrataroncon concentracionescrecientesdel ésterde forbol miristato

acetato(TPA) entre 1 nM y 10 gM. Esta sustanciano alteró significativamentela secreción

basalde CAs (figura 34A). Sin embargo, redujo muy significativamente la secreción de CAs

estimuladapor APPA. El efecto inhibidor dependióde la dosisde TPA utilizada, y osciló

entreun 70 y un 100 96 (figura 34B).

Paraestudiarsi este efectoinhibidor era un efectoespecífico,bloqueamosel efectodel

TPA con el antagonistaespecíficode la PKC estaurosporinaEl tratamientosimultáneocon

estaurosporina(lp¿g/ml) y TPA (100 nM) previno el efecto inhibitorio del TPA sobre la

secreción inducida por APPA y baclofén (figura 35). No conseguimos,sin embargo,

reversión con otro antagonistade PKC, el 117 (100 gg/ml) (resultadono mostrado en

gráfica).
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Discusión

1. ReceptoresGÁBAA en la médulaadrenal bovina:función,

modulaciónfarmacológicay estructura molecular.

¡.1. Función y mecanismode acción

El CABA es un importanteneurotrasmisorinhibitorio en el S,N,C. Se estimaque al

menosun 30 % de las sinapsiscentralesson GABA¿rgicas <Sieghart,1989). Más aún, se

estimaque los receptoresGABAA representanun 0.01-0.001% del pesototal de protefnas

del cerebro(Stephenson,1991).

Desdehacealgunosalios, nuestrogrupode investigaciónha trabajadoen la caracterización

de sistemasGABAérgicos y en el estudio de la función del CABA en la médula adrenal

bovina, habiendopuestoen evidenciala presenciade las enzimasde síntesisy degradación

del mismo y la existenciade mecanismosde transportey de liberaciónespecíficos,asícomo

de ambos subtipos de receptores(GABAA y CABA11) en la membranaplasmática(ver

apartado1.3.6.).Más recientementese ha estudiadola funcionalidadde estosreceptoresen

las célulascromafinesen cultivo.

Los receptoresGABAA estimulanla secreción basalde CAs (Castro el al., 1989). El

mecanismodeesteefectodependedel potencial de membranade las célulasen relacióncon

el potencialdeequilibrio parael CV (Gonzálezel al., 1992). Así, en condicionesdereposo,

el niuscimol produceunadespolarizaciónde la célula que conducea un incrementode la

secreciónbasal deCAs de una forma dependientede la dosis.De la mismaforma, si las

células se estimulan con muscimol en presenciade bajas concentracionesde nicotina

(inferioresa 10 ~M) o de KCl (concentracionesmenoresde 15 mM), este agoflistasigue

teniendoun efectodespolarizante,y, por tanto, estimulantedela secreciónde CAs, aunque

esde menormagnitudque el ejercidoen condicionesbasales.Sin embargo,la estimulación

de las célulascon muscimol en presenciade concentracionesmásaltasde nicotina o KC1,
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esteagonistatieneun efectoinhibidor de la secreciónde CAs. Esteefectoinhibidor sedebe

a que en estascondicionesla membranase ha despolarizadoa un potencial de membrana

superioral potencialde equilibrio parael CV (Ecí=~SOmV> y a estepotencialel CABA, a

través de sus receptoresGABAA, tiene un acción hiperpolarizante(Gonzálezet al, 1992).

Este mecanismomolecularde la respuestade tas célulascromafinesa la activaciónde sus

receptoresGABAA quedareflejado en el esquema17 (Parramónet al,, 1994b).

a)

CI

b)
Cl

Esquema 17. Mecanismo de acción de los receptores GABÁA en las células cromaflnes bovinas. A) La
unión del GABA a su receptor GABAA cuandola membrana de las células cromafines se encuentra en el
potencial de reposo (E0) o a un potencial de membrana (E1.) par debajo del potencial de equilibrio para el CI’
<Ec¡=~51 ±2.1 mv), produce una salida de CF y, como consecuencia, una despolarización de la membrana y
una estimulación de la secreción basal de CAs. B) Cuando las células están más despolarizadas, es decir, el E,,,
es superior al E0, (experimentalmente conseguido por estimulación con altas concefltraciOlles de XCI o nicotina),
el GASA produce un influjo de CF y, como resultado, una hiperpolarización de las células y una inhibición de
la secreción de CAs.
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La EC50 para el efecto del muscimol sobre la secreciónde CAs es de 2.9±0.4pM,

semejantea la KD obtenidapara la unión del muscimola membranasde cerebro(Yang &

Olsen, 1987>, aunque mucho menorque la FC50 para el mismo efecto de los receptores

CABA» (Oset-Gasclueet al., 1993). Ello es lógico puestoque los receptoresCABA8 son

mucho menosabundantesque los receptoresGABAA en las células cromafines.Hemos

estimadoqueaproximadamenteun 20 96 de las células cromafinestienenestosreceptores,

en tanto que un 60 96 de las mismascontienenreceptoresGABAA (Castro y Oset-Gasque,

resultados no publicados). Los receptores GABAA tienen una actividad secretorade

aproximadamenteun 70 96 de la respuestaproducidapor estimulacióncolinérgicanicotinica

(Castroel al., 1989>.

El receptorGABAA es, por tanto, un receptordegran importanciaen la modulaciónde

la actividad de la médulaadrenal,como se ha venido sugiriendoen diversostrabajosde

investigación(Castroet al., 1989;Kataokaet al,, 1984;Kitayama& Tsujimoto,1986; Peters

et al., 1989). Tambiénen otras estructurasdel SNP se ha observadoque el CABA es

excitatorio, como en la mucosa antral del estómago, donde los receptores GABAA

incrementande maneradependientede la dosis la secreciónde gastrina(Del Tacca et al.,

1990).

1.2. Modulación farmacológica

En el SNC, el receptorde GABAA tieneunagran importanciaa nivel farmacológico>ya

que es susceptiblede modulaciónalostéricapor un diverso número de fármacosde gran

importancia terapéutica. Entre ellos se incluyen: benzodiazepinas(BZ), barbitúricos,

anestésicos,esteroides,etanoly algunosiones(ver apartado1.3.5.1.1.>.Por seralgunosde

ellossustanciasmuy utilizadosclínicamente,estasfarmacoshansidoextensamenteestudiados

en la literaturacientífica,tantoa nivel de su funcionalidady mecanismodeacciónmolecular,

comoen la búsquedade ligandosmásactivosy específicos.En este sentido,nuestrogrupo
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hacolaboradotambiénen el estudiofarmacológicode unanuevaseriede dihidro-pirazolo-

pirrolo-diazepinasde síntesis(Vega et al., 1994).

El estudio del papel de estasdrogasen la médulaadrenal bien de una forma directao

comomoduladoresde la actividadde los receptoresGABAA eramuy interesantepor ofrecer

nuevasperspectivasfuncionalesde estos fármacosen la regulaciónde la secreciónde CAs

por la médulaadrenaly, por tanto, comoagentesmoduladoresterapeúticoso fisiológicosde

la función de las mismas sobre el metabolismo,flujo sanguíneoy control de la presión

arterial.

En nuestrasmanos,las benzodiazepinasensayadas>flunitrazepamy diazepamno tuvieron

ningún efectosobrela secreciónbasal de CAs (tabla 1), resultadoqueestáde acuerdocon

los de Kitayama y col. (1989) para la EZ midazolam. Estos resultadosparecíanindicar

inicialmentequeen las células cromafinesno existíanreceptoresparaBZ de tipo periférico,

cuyosagonistasy antagonistasespecíficosson, respectivamente,el Ro 5 4684 y el PK 11195

(Ohara-Imaizumi,1991).Paracomprobarlo,realizamosuna curvadosis-respuestaconel Ro

5 4684 (tabla 1), observandoqueno teníaefectosobrela secreciónbasalde CAs, por lo que

en las células cromafines,bien no existíael receptorBZ periférico o esteerainefectivoen

la activaciónde la secreciónde CAs por las células cromafines.Esteresultadonegativoera

lógico y de esperar,ya queesta sustanciapareceactuarinhibiendolos canalesde Ca24,de

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

Cuandoensayamoslas BZ sobreel efectosecretorde agonistasGABAA, observamos,a

diferenciade los resultadosa nivel basal, queambasBZ flunitrazepamy diazepamfueran

capacesde potenciarla secreciónmediadapor muscimol,con una dependenciaacusadade

la concentraciónde muscimol y EZ utilizada (figura 2). Estassustanciaspotenciaronlos

efectossecretoresde bajasconcentracionesde muscimol hastaaproximadamenteun 80 %,

un efectono muyelevado,pero dela mismamagnitudquee] efectodescritoparaun receptor

reconibinanteexpresadoen ovocitos de Xenopus compuestopor las subunidadesaIJ3IY2L

(Wafford et al., 1992).Por el contrario,lasmismasBZ inhibíanel efectosecretorproducido
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por concentracioneselevadasde muscimol (figura 2), efecto inhibidor que mostró ser

dependientede la dosis de flunitrazepam(figura 2, inserto). El efecto potenciadortambién

había sido observadopor e] grupo de Kitay.ama (1989) con midazolam y clorazepam.

Nosotrosobservamosquetanto la potenciacióncomola inhibición por HZ del efectosecretor

detajasdosis(figura 3) o altasdosis(figura4A) demuscimol,respectivamente,eranefectos

específicos,mediadospor un receptorBZ de tipo centralusandoel antagonistaespecificode

BZ centralRo 1788. Estasustanciaantagonizótanto el efectopotenciadorcomoel inhibidor.

Sin embargo,Ro 5 4684 no parecíainfluir en la respuestadel flunitrazepam sobre el

muscimol (figura 4B), delo quesededucíaqueestaúltima sustanciano secomportabacomo

un antagonistadel sitio de unión de BZ del receptorGABAA o bien que al unirsetuvierala

mismao parecidaeficaciainhibitoria que el flunitrazepam.

La existencia de estos sitios de unión específicos para BZ con características

farmacológicascentralesse confirmó por los ensayosde unión al equilibrio (binding) del

radioligando[3H]flunitrazepam,parael queseobtuvoen el análisisdeScatchardunosvalores

deK» de 4+0.6 nM y una Bmax ~27+3 fmol/mg proteína(Parramónet al., 1994a73,La 1C
50

obtenidaparael desplazamientode la unión de [
3H]flunitrazepam10 nM por flunitrazepam

frío fue de40 nM y la K
1 de 15 nM. Estasconcentracionesde flunitrazepamson de un orden

de magnitud semejanteal de las concentracionesde flunitrazepamnecesariasparapotenciar

el efecto secretorde los agonistasdel receptorGABAÁ (10 nM), en contrastecon otros

trabajosdondeestasdiferenciasson de hasta1000 veces(Edgaret al., 1992>. Estoconfirma

la idea de que el efecto modulador de las HZ sobre el receptor GABAA es de gran

especificidady se realizapor unión de las BZ a sitios de alta afinidad. En contraste,los

efectosinhibidoresde las HZ sobreel efecto secretordealtasconcentracionesdemuscimol

serealiza probablementepor unión de las mismasa otros sitios de unión de baja afinidad,

en cuyo estudiono hemosprofundizado.

Asimismo, en estosestudiosde unión específicade [
3H]flunitrazepamseobservóqueel

Ro 1788 desplazabacon gran potenciaal flunitrazepan’, con una EC
50 de0.26±0.05nM,
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lo que demostrabade nuevoquese tratabade un receptorHZ central.El Ro 5 4684también

fue capazde desplazarla unión de [3H]flunitrazepam,aunquecon menor potencia. Este

resultado, unido a los anteriores sobre la secreción,pareceindicar bien que este ultimo

compuestose comportabacomo agonistadébil del sitio de unión de BZ del receptorde

GABAÁ a lasdosisensayadaso bien queexisteun receptorperiféricode BZ queno participa

en la regulaciónde la secreción basal de CAs, como habíamosapuntadoanteriormente,

aunquepudieseparticiparen la regulacióndela actividadsecretorade otrosreceptores.Esta

hipótesisseráobjeto de comprobaciónen trabajosfuturos,

En conclusión,todos estosresultadosapuntanaque el efecto moduladorde HZ sobrela

secreciónde CAs es mediadopor su unión a sitiosespecíficossobreel receptorGABAA, que

secorrespondencon un receptorGABAA/BZ o HZ central.

Las B-carbolinasson compuestosqueseunenespecíficamentecon altaafinidada lossitios

de unión de BZ del receptorGABAA del cerebro,actuandocomoagonistasinversosde los

mismosy durantemucho tiempo se han consideradocomosus ligandos endógenos(Schok

& Mohler, 1983). En membranasde médulaadrenal las EC
50de unión para las distintas13-

carbolinasoscilaronentre0.2 y 0.9 nM (figura 11), lo quedemuestrala alta afinidaddesu

unión al sitio deHZ, que es semejantea la encontradaen cerebeloo sitiosdealta afinidad

decortezacerebrale hipocampo(Duggan& Stephenson,1988).La semejanzaentrelos datos

de unión específicade 13-carbolinasentrelas diferentesestructurascerebralesy la médula

adrenal asícomocon la estrechasemejanzaentrelas K11 para el flunitrazepam,del mismo

orden dc magnituden corteza(10±4nM, Sigel et al., 1983) y en médulaadrenal (4±0.6

nM, Parramónet al,, 1994a;9.8 nM, Kataol<aet al,> 1984),apuntana queel sitio de unión

paraBZ en el receptorGABAA de todasestasestructurastisularesposeeunasubunidadde

unión de HZ muy semejanteen todasellas.

156



Discusión

En los estudiosde secreciónde CAs en célulascromafines,las Il-carbolinas,inhibieron la

secrecióninducidapor bajasconcentracionesde muscimol (1 MM) de forma dependientede

la dosis,en un ordendepotencia13-CCE> fl-CCM > B-CCP (figura SB). A unadosisfija

de i3-CCE y variable de muscimol, obtuvimos aproximadamentela curva inversa a la

obtenidapor las HZ estudiadasanteriormente(figura 5A), lo quedemuestrasu papel como

agonistasinversos del receptorde HZ en las células croniafinesy confirma un resultado

similar obtenidopor Kitayamay col. (1989).

Otras drogassedantes,los barbitúricos,cuyo mecanismode acción seejercepor unión

al receptorGABAA por incrementodel tiempode aperturadel canalde Cl’, tambiéntuvieron

un efecto potenciadorde la secreción inducida por muscimol, que fue máxima a una

concentraciónde 100 nM del mismo. A concentracionessuperioresde muscimol, seobservó

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

La potenciaciónejercidapor el barbitúrico pentobarbitalsobrela accióndel muscimol fue

de un 89 96, un efectocomparableal de los esteroidesa la misma dosis(compararfiguras

6 y ‘7). Diversos autores que han estudiado conjuntamenteel efecto de esteroidesy

barbitúricos, han observadoque ambosproducenunas respuestasmuy similares tanto en

estudioselectrofisiológicossobrela potenciacióndelas corrientesdemembranainducidaspor

GABA aplicadoexógenamente,así como de unión de eH]muscimOl (Peterset al,, 1985 y

1988). Ello es lógico si pensamosque ambassustanciastienen el mismo mecanismode

acciónsobreel receptorGABAA, aumentandoel tiempode aperturadel canalde Cl’, aunque

su sitio de unión al receptores diferente(Sieghartet al,, 1992).

En cuantoa los esteroides,se sabedesdehacealgunosaños, queapartede susacciones

genómicasa largoplazo sobrela modulacióndedeterminadosgenesde enzimas,receptores,

etc, llevadasa cabopor unión específicaa sus receptoresintracelulares,tambiénafectanla
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superficie celular,alterandola permeabilidadiónica de la membran,asícomo la liberación

de hormonas y neurotransmisores,El interés de estasúltimas acciones rápidas” de los

esieroidescomo moduladoresalostéricosdel receptorGABAA y de otros canalesjónicos

activados por ligando, creció cuando estos se relaconaron con el efecto anestésicoy

anticonvulsivantede los mismos.

De estosesteroidesconaccionesrápidasdenominados“neuroactivos’por su granactividad

sobretejidos neurales,y en especialsobre el receptorGABAA, hemosincluido en nuestro

estudio el de dos compuestosnaturalesque se secretanpor la cortezaadrenal duranteel

estrés: el derivado natural de la progesterona,3a-OH-DHP, sintetizado,además,en el

cerebro, y el derivadonatural de la desoxicorticosterona,THDOC, sintetizadosólo en la

cortezaadrenaly, por tanto, no consideradocomo “neuroesteroide”propiamentedicho.

También hemosensayadolas accionesde otros dos esteroidesnaturales>la pregnenolona,

derivado natural del colesterol y precursor de todas las hormonas esteroldicas, la

pregnanolona,el isómero5B de la 3a-OH-DHP,metabolitonaturalde la progesterona,y de

dos esteroidesde síntesis:la alfaxalona,derivadode la 3a-OH-DHPpor introducciónde un

grupo ceta en posición 11, conocido por su gran potencia como anestésico,y la

dexametasona,derivado sintético de la prednisolona,conocido por sus importantes

propiedadesantiinflamatorias,

En nuestroestudiosobreel efectode estosesteroidessobrela modulaciónde la secreción

deCAs mediadapor activaciónde los receptoresGAHAA, todos los esteroidesensayadosde

la serie “pregnan’ potenciaron el efecto secretor del muscimol, siendo este efecto

absolutamentedependientede la concentraciónde muscimolutilizada.

En general,paralos esteroidesmásactivosde los dosnaturales,THDOC y 3a-OH-DHP

y el anestésicoalfaxalona,ensayadosa altasconcentraciones,entre10 y 100 MM, seobtuvo

un pico de potenciacióna una concentraciónde muscimol de 100 nM. En el caso de la

pregnanolonay la dexametasona,ensayadosa 1 ~M y 10 gM, el pico de potenciación
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máximaseobservóal estimularlas célulasconconcentracionesmayoresde muscimol (entre

1 y 10 bLM). Por el contrario, la pregnenolonatuvo un ligero efectoinhibidor de la acción

del muscimol (figura 8), lo que está se acuerdocon la literatura, que muestra que los

esteroidespregnentienen efecto nulo o inhibidor sobre la acción del GABA (McEwen,

1991).

De nuestrosresultadosparecededucirseque:

<1) De los esteroidesensayadosa las dosis másbajas(lOOnM-IMM) (figuras 7.1, 7,2 y

7,3) se podría establecerel siguiente orden de potencia relativa: alfaxalona (80 96) >

dexametasona(50 96) > pregnanolona(35 96). Estosdatosconcuerdancon la literatura, en

la queestádescritoquela alfaxalonatieneunagranpotenciasobrelas corrientesestimuladas

por activacióndel receptorGABAA, en tanto quela pregnanolonatiene moderadaeficacia

sobreestereceptory la dexametasonatienepocaeficaciacomo esteroideneuroactivo,siendo

másconocidapor sus efectosantiinflamatoriosa nivel genómico.

(2) De los esteroidesensayadosa dosismásaltas(10-100~M) (figura 7.3, 7,4 y 7.5>, se

deduceque el THDOC, 3a-OH-DHP y alfaxalonatienen un efecto máximo similar de

aproximadamenteun 75 96 sobrela actividad basaldel muscimol.

(3> En lineasgenerales,existeuna relacióninversaentre la concentraciónde esteroidey

la de muscimol necesariasparaobtenerel pico de potenciaciónmaxima: cuantomayoresla

concentraciónde esteroideutilizada, menores la de muscimolrequeridaparaobservarel pico

de secreciónmáxima,

En nuestrasmanos, ningún esteroidetuvo acción por sí mismo a las concentraciones

ensayadas(tabla 1), lo cualestáde acuerdocon lo queocurreen SNC midiendoflujos de CV

(McEwen, 1991), si bienparaalgunosesteroidescomola alfaxalonaa altasconcentraciones

<10-100 MM), seha descritoen las célulascromafinesun efectodirectosobrela activación

del canal del cloro del receptor GABAA en ausenciade CABA exógeno(Cottrell et al4,
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1987), queposiblementese deba a la potenciacióndel efectodel CABA endógeno,aunque

nosotrosno observamoseste efecto, No obstanteeste efecto es compatible con nuestra

observaciónde que mayoresdosis de esteroidesneuroactivosson capacesde potenciarel

efectosecretorde menoresconcentracionesde muscimol.

En resumen,los receptoresGABAA enlas célulascromafines,son moduladosporunaserie

defármacos,ansiolíticos,sedantes,anticonvulsivantesy anestésicos,conocidosmoduladores

de este receptoren el S.N.C. Es de destacaren sus efectosla acusadadependenciade la

concentraciónde fármacoutilizada, comoha sidoobservadotambiéncon estosmoduladores

en el S.N.C, (Lin et al,, 1992). El conocimientodel sistemadel GABA y su modulación

farmacológicaen la médulaadrenalofreceademásunainteresanteproyecciónfarmacológica

futura en el desarrollo de nuevas sustanciasterapéuticas,como sedantes,anestésicos

generalesy anticonvulsivantes,asícomo un mejor conocimientode la influenciadel sistema

endocrinoen la función del SNC.

Ya que muchos de estos compuestos,como los esteroidesnaturalesson sintetizados

endógenamentepor la cortezaadrenal,principalmenteen respuestaal estrés,los efectosaquí

descritospuedentenerimportanciano sólo farmacológica,sino tambiénfisiológica, ya que

estos esteroidespodrían actuar como moduladoresendógenos del receptor GABAA Y

contribuir así a la modulaciónde la secreciónde CAs por la médulaadrenal duranteel

estrés.

1.3. Estructura molecular del receptor: concordanciacon su

modulaciónfarmacológica

Nuestrosresultadossobre la estructurade los receptoresGABAA en la médula adrenal

indican que están compuestospor las siguientessubunidades:a1, a4, ~1, ~ 133, ‘Y2 y no

contienenlas subunidadesa2, a3, a6 (figuras 12-14).
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Los receptoresGABAA/BZ se hanclasificadoen BZI y BZ2 segun las subunidadesapor

las queestánformados(Sehofleld,1989; Sieghart,1989).Por contenerla subunidada1, los

receptores GABAA de la médula adrenal son del tipo BZI. Elio les confiere unas

característicasfarmacológicasespecíficas,comotenerunaaltaafinidadparalasfl-carbolinas

(Síeghart, 1992), como hemosobservadopara el receptorGABAA de la médulaadrenal

(figura 1 1C). El otro subtipose denominaBZ2 y correspondea un receptorquecontienelas

subunidadesa2, a3 ó a5 (Satoet al., 1989). Nosotroshemosdemostradoque, al menos,las

subunidadesa2 y a3 no estánpresentesen el receptorde la médulaadrenal(ver figura 14).

Estosresultados(presenciadela subunidada1 y ausenciade a2 y a3) confirman los de Ymer

y col. (1989)sobrela presenciay ausencia,respectivamente,de suscorrespondientesRNA

mensajeros(RNAm) en la médulaadrenal.

La completacaracterizaciónllevada a cabo con la subunidad a~, nos había llevado a

concluir anteriormenteque el receptorde la médulaadrenalerahomogéneoen cuantoa su

composición de subunidadesa (Parramónet al., l994a). Sin embargo,la demostración

posterior,aunquede manerapreliminar, de la presenciade la subunidada4, pareceapuntar

la posibleexistenciade receptoresformadospor varias subunidadesadiferentes(receptores

heterogéneos)comoha sidoobservadoen otros tejidos (Lúdenset. al,, 1991).Estaafirmación

requiere,sin embargo,experimentaciónadicional.

Si bien las subunidadesa son a las que se unen las HZ y marcan su clasificación

farmacológica, las subunidades¡3 son a las que se une el GABA y marcan el grado de

afinidad de esteneurotransmisorpor su receptor.Entre estassubunidades,las JI1, ~ y 1%

parecenestarpresentesen médula adrenal, resultadoqueconfirma los anterioressobrela

presenciade sus RNAm correspondientes(Ymer et al., 1989>. La presenciade estas

subunidades11 sólaso en combinacióncon otrassubunidadesao -y les confierenla propiedad

de sermoduladaspor corticosteroides(McEwen, 1991), comohemosconfirmadoen nuestros

resultados,LassubunidadesE contienensitiosde fosforilación porPKA en residuosde serma

(Burt et al, 1991). En nuestrocaso hemosobservadoque el receptorGABAA se regula

negativamentecuandoincrementamoslos nivelesde AMPc, tantopor activacióndel receptor
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OABA~ (Oset-Gasqueet al., 1993), como por forkolina o análogosno hidrolizablesdel

AMPc (Parramónet al., 1994d).

Por último, la presenciade la subunidad72 (Parramónet al., 1993) indica queel receptor

de la médulaadrenales susceptiblede modulaciónpor HZ, comohemosobservado,ya que

un receptorfuncionalmentecompletonecesitala presenciade al menosunasubunidada, una

By una -y (Sigel et al., 1992). Además, la presenciade esta subunidadcondiciona su

insensibilidadal Zn24 (Sieghar, 1992) ya que un receptorcon la subunidad72 es insensible

a estecatión, comoconfirmannuestrosresultados(figura 9).

Segdnse ha descrito, la coexpresiónde las subunidadesa~, W y 72 produceun receptor

de alta afinidadpara la unión de HZ en el queéstaspotencian(los agonistas),reducen(los

agonistasinversos)o no afectan(los antagonistas)las corrientesde CV inducidaspor GABA

(Schofield, 1989). En nuestrocaso, tambiénse trata de un receptorde altaafinidadparalas

BZ, ya que su K
9 es del ordende 4 nM (Parramónet al., 1994a).

La asociaciónde las subunidadesa1, i32¡3, -~ es muy frecuenteen los receptoresdel

cerebro,lo quesugierequeestacombinacióntieneunagran relevanciafisiológica(Benkeet

al,, 1991). Ademásestacombinaciónde subunidadesconformaun receptormodulado por

ligandos benzodiazepinicoscomo es el caso del receptorde la médula adrenal. Por el

contrario, un receptorformadopor las subunidadesa1 ~2 72 presentadauna EC50parael

CABA 100 vecessuperiora la normal y bajacooperatividad(Sigel et al., 1992).

Segúnel completoestudiode Araki y Toluyama(1992)la composiciónde nuestroreceptor

en médula adrenalseria comparablea la de las siguientesestructurascerebralesmurinas:

capagranulardel nucleodentadodel hipocampo,túnicarectadel Septu¡ny áreaventrolateral

del tálamo.Estoconcuerdacon losdatosde afinidadde ¡3-carbolinas,queeranmuypróximos

a las de cerebelo,cortezacerebrale hipocampobovinos (Duggan & Stephenson,1988).

Pasandopor alto las diferenciasentreespecies,ya que el receptorGABAA esun receptor

altamenteconservadoen la evolución (Lashamet al., 1991), podríamosconcluir de estas
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comparacionesque el receptorGABAA de la médulaadrenalpodríaser muy similar al del

hipocampo.Esta conclusiónparececonfirmarsecon datosfisiológicos que indican que el

CABA parecetenerun efectoexcitatorioen el hipocampo(Fiszmanet al,, 1990) al igual que

en las células cromafines. Puesto que el CABA, ademásdel hipocampo, tiene efecto

despolarizanteen otras regionesdel cerebroanterior, comoen el nucleoestriado(Mercuri

et al, 1991), de manera más generalpodríamosconcluir queel receptorGABAA de las

célulascromafineses muy parecidoal de las estructurasdel cerebroanterior.

Haciendoun análisis global, si observamosque en la médula adrenal parecen estar

presentesdos subunidadesa, tres fi y una y y que la estructuracuaternariade un receptor

de GABA se asumeque es pentamérica (Nayeem et al., 1994>, sedan posiblesvarias

combinacionesdiferentespara un receptorGABAA en la médulaadrenal. Ello conducea

pensarque puedan exisistir diferentesisoformas del receptor, y que éstas puedanestar

presentesen distintos subtiposcelulares,por ejemploadrenérgicosy noradrenérgicos.Por

tanto, el efectofinal del GABA dependeráde cualseael subtipo de receptormásabundante,

y estopodríaexplicar la variabilidad observada,aveces,en las respuestasdel CABA través

de su receptor GABAA en diferentes cultivos celulares. Por otro lado, la posible

heierogeneidadde estos receptores con respecto a las subunidades a, comentada

antenormente,podría explicarque los efectospotenciadorese inhibidoresde las HZ sobre

la secreciónde CAs inducidapor muscimol fueranmediadospor subtiposde receptores,con

distinta afinidadpara las HZ: alta (efectospotenciadores)y baja (efectosinhibidores).
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2 ReceptoresGABÁ8 en la médula adrenal: función y

mecanismode acción molecular.

2.1. Función delos receptoresGABA1 en la modulación de la

secreciónde CAs por las células cromafinesbovinas

En nuestro trabajo anterior presentadocomo Tesina (Tesinade lvi. Parramón, 1991),

habfamospuestoen evidenciaque la activación de los receptoresGABA~ de las células

cromafinespor agonistasespecíficosinducia unaestimulaciónde la secreciónbasaldeCAs,

así como una inhibición de los efectos secretoresinducidospor la activación de otros

receptoresespecíficos,comolos colinérgicosnicotinicos y los de GABAÁ.

El efectoestimuladorde la secreciónbasal de CAs eradependientede Ca
2~extracelular

y paraleloa la liberación de otros componentesgranulares,como la DBH, por lo que la

secrecióndebidaa la activaciónde los receptoresGABA» parecíatratarsede unaverdadera

exocitosis. Además, según se demuestra en esta Tesis; esta acción estimuladora es

consecuenciade su efecto despolarizantede la membrana(figura 15), efectoespecifico,ya

queesrevertidopor el antagonistaCGP35.348(figura 15), lo quedaríalugara la activación

de canalesdeCa2~ dependientesde voltaje, entradade Ca’~ al citosol, y, en consecuencia,

vertido de las CAs contenidasen los gránulosal exterior celular.

El efecto inhibidor del receptor GABA~ de estascélulas sobre la secreción de CAs

inducidapor activaciónde los receptoresnicotinicosy GABAA es tambiénapoyadopor un

efecto inhibitorio paralelodel potencialde membranay de los nivelesde Ca2~intracelular

inducidospor estosagonistas(figura 16).

El receptorGABA
11, por consiguiente,pareceser un receptorque participaen la función

de la células cromafines teniendo efectos propio y modulando la actividad de otros
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receptores.Estudiaremos,a continuación, los mecanismosde acción por los que estos

receptoresejercen su función,

2.2. Mensajerosintracelulares implicados en las respuestas

funcionales de los receptoresCABA8 de las células

cromafinesbovinas

2.2.1. Implicación del AMPc

Trasnumerososensayosdesdediferentesabordajes,hemospodidoconstatarla implicación

del AMPcen los efectossecretoresde los agonistasGABA~. Estaafirmación se basaen las

siguientesevidenciasexperimentales:

1) Los agonistasGABA11 inducenunaelevacióndependientede la dosisde estenucledtido

cíclico (Tesinade M. Parramón,1991; Oset-Gasqueet al., 1993). El incrementode

AMPc pareceser debidoa unaestimulacióndirectade la proteínaG,, activadorade la

adenilatociclasa (A.C.), ya que las toxinasbacterianaspertusis(que inhibe la proteína

G~, inhibidora de A.C.) y colérica (activadorade la proteínaG,) potenciano no afectan,

respectivamente,la acciónde los receptoresGABA~ sobrela secreción(Tesinade M.

Parramón,1991, Oset-Gasqueet al., 1993). La activaciónde otrasciclasas,como la

guanilatociclasa,no parecen,sin embargoestarimplicadas(figura 29).

2) Existeunacorrelacióndirectamuy significativaentrelos nivelesdeAMPc y la secreción

deCAs inducidospor la acciónde los agonistasGABA8 (Figura 30).

3) Sustanciasqueelevanlos nivelesintracelularesde AMPc, como la forskolina,análogos

no hidrolizablesdel AMPc y diversosagonistasqueestimulanla adenilatociclasa,

producenun efectosimilar al de los agonistasGABA~ sobrela secreciónde CAs (Tesina
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de M. Parramón,1991; Parramónet al., 1994d), así comosobre la despolarizaciónde

la membranaplasmática(figura 17) y la elevacióndel Ca2~ intracelular<figura 19)

Por lasevidenciaspreviasde la implicacióndeestenucledtidocíclico enel mecanismode

acciónde los receptoresGABA~ (reflejadasen la Tesinade M. Parramón),desdeel inicio

de los trabajosde investigacióndestinadosa la elaboraciónde estaTesis hemosrealizado

siempreen paraleloel estudio de los efectosde diversassustanciasqueelevanlos niveles

intracelularesde AMPc junto al de los agonistasGABA~, como se puedeapreciaren el

apartadode resultados(IV), por lo que en el presenteapartadoapareceránmuchasveces

comentadasconjuntamente.

Este estudio conjunto nos llevé incluso a plantearnosla hipótesisdel posible papel

funcional del AMPe comomensajerointracelular implicado en la exocitosisde CAs en la

médula adrenal,temaquequedabasin resolveren la literatura existente.Paraesteestudio

realizamosunaseriede estimulacionescon sustaciasqueelevanlos niveles de AMPc por

estimulaciónde un receptorextracelular(VIP, agonistasadenosinérgicoy ¡3-adrenérgicos,

CABA
11) sólos o coestimulacionesde los mismosjunto con la forskolina, que, como se ha

indicadoanteriormenteproduceunaestimulacióndirectade la adenilatociclasa.Al establer

los diagramasde correlaciónentrela secreciónde CAs y los niveles de AMPo producidos

en estascondiciones,observamosqueel AMPc incrementabala secreciónde CAs de manera

directay acusadaúnicamentecuandosus niveles intracelularesno excedende3-4 veceslos

nivelesbasales(figura 31), comocorresponderlaa unaestimulacióncon agonistasGABA~.

Sin embargo, niveles superioreshacen que la correlación disminuya, hasta hacerseno

significativacuandolos nivelesde AMPc alcanzadosexcedende 7 veceslos basales(figura

31). De ello sededucequeel AMPc es un mensajerointracelularreguladorde la secreción

de CAs por las células cromafines,que ejerce sus accionesde forma dependientede los

nivelesen los queseencuentreen ellas, como muy recientementehan observadotambién

Morgan y col. (1993), quienesmuestranque el AMPc tiene un efecto bifásico sobre la

secreciónen célulaspermeabilizadasdependientede Ca
2~, produciendoun pico de secreción

a concentracionesen torno a 1 pM y voviendoa os niveles control a concentracionesde 1
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mM. Ello podría estar relacionadocon procesos de fosforilación-defosforilación,que

compitenentresí en su acciónsobrecanalesde Ca24 dependientesdevoltaje o proteínasdel

Citoesqueletoimplicadas en la secreciónde CAs <Amstrong, 1989). Nuestros resultados

podríanjustificar también la alta variabilidad de resultadosencontradospor los diferentes

autoresen las respuestasdel AMPc en las célulascromafines(Baker et al,, 1985; Tsujimoto

et al., 1986; Cheek& Burgoyne, 1987; Marriot et al.; 1988; Monta et al., 1987ay b; Bott

eL al., 1991), lo que nos llevó a planteareste trabajo de investigación (Parramónet al.,

1994d).No obstante,pesea todaslas controversias,en la literaturaencontramostrabajosen

los que se ha observadoque el uso de ciertas sustanciasque producenAMPc, como el

Ñptido intestinalvasoactivo(VIP) (Wilson et al., 1988)o el péptidoactivadordela adenilato

c’iclasa de pituitaria (PACAP) (Isobeet al,, 1993) parecenincrementarla secreciónde CAs

en las células cromafines,como nosotrosafirmamos.

2.2.2. Implicación del Ca24

2.2.2.1. Elevaciónde los ti/velesbasalesy regulacióndel caa+
inducidopor otros recentores

ILa activacióndelos receptoresGABA
11 produceun incrementodependientede la dosisde

los niveles de intracelularesde Ca
24. La EC

50 de esteefectoesde25±6MM (APPA) o de

60±10pM (baclofén) (figura 18), concentracionesmenoresa las observadasparaproducir

su efectosobrela secreciónde CAs. Estadiferenciapodríaexplicarseporquesenecesitaran

mayoresconcentracionesde agonistaparaobservarel efectofisiológico, la secrecióndeCAs

que para elevar el Ca’
4, por ser éste un primer eslabón del procesoque conducea la

exocitosis,o dichode otra manera,que senecesiteunadeterminadaconcentraciónde Ca24

jn<racelular y, por tanto, una dosis alta de agonistaque lo incremente,para producir la

secreciónde CAs. Por esta razón, en nuestrosexperimentosusamosuna dosismáxima de

agonista(500 gM) paraasegurarun incrementomáximo de Ca’4,
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El incrementode Ca24 intracelularpor activación de los receptoresGABA
11 es muy

novedosoen la literatura, puestoque estos receptoresse han ligado siempre a efectos

fisiológicosinhibitorios, y en particularaunadisminuciónde la conductanciadel Ca
2~ (H6sli

el al., 1990). No obstante, recientes trabajos muestran que los receptoresGABA
3

incrementanlos nivelesintracelularesde Ca
24en astrocitostipo 1 <Nilsson et al., 1993) o en

las células granulosasdel cerebelo(Erausquinet al,, 1992).

Ademásde esteincrementode la [Ca2fl
1,la activaciónde los receptoresGABAB asf como

la estimulación de las células con pClpAMPc o forskolina (que tambiénoriginaron un

incrementode [Ca
24]

1, figuras 18 y 19), causaronunadisminuciónen los niveles de Ca
2”’

inducidospor la activaciónde otros receptores,comonicotinos(figuras27A y 28) y GABAA

(figura 27B y 28), Esteresultado,junto con el de la mismainhibición paraleladel potencial

de membrana(figuras 16 y 17) confirmala ideade que los receptoresGAHA» modulan la

actividad de los receptoresnicotinicos y GABAA por fosforilación, idea reflejada en el

esquema15, apartado1.3.6.

Puesto que en el proceso de liberación de CAs están implicados una serie de

acontecimientos,en los cualesel Ca24 tiene un papel fundamental,quisimos realizar un

estudiomásprofundodel origen de la elevaciónde Ca24 producidopor activación de los

receptoresGABA~ y, en paralelo,estudiarsi el AMPc teníaunosefectossemejantes,lo que

confirmaríanuestrahipótesisde que las accionesdel receptorGABA
3 discurren par la

formaciónde estenucleótidocíclico,
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2,2.2.2. Origen del Ga2~ movilizadovar agonistasGABA
8

Paraestudiarsi la elevaciónde [Ca
24]~producidapor los agonistasGABA

11 sedebíaa su

entradadel medio extracelularo a su liberación de los depósitosintracelulares,procedimos

a bloquear la entrada de Ca
2~ del medio extracelular por diferentes estrategias

experimentales.La primera fue adicionarEGTA 4 mM al medio,suficientepara quelarel

Ca24 extracelular y la segundafue disminuir el Ca2’4’ extracelulara una concentración

equlinolar a la intracelular con una mezcla adecuadaEGTA/CaCI
2. En amboscasosse

observóunanotabledisminucióndelos nivelesde Ca
2”’ inducidospor estassustancias,lo que

indicabaquela mayorpartedel Ca24movilizadopor los agonistasGABA
11, aproximadamente

un 70 %, procedíadel medioextracelulary el 30 % restanteprocedíade la liberacióndesde

compartimentosintracelulares,por lo que procedimosa estudiarcon detenimientoambas

contribuciones.

Para determinarla vía de entradadel Ca
24 a partir del medioextracelular,procedimos

a bloquearsu pasoa través de los canalesde Ca24dependientesde voltaje medianteel uso

deantagonistasespecíficos,nifedipina,parabloquearla entradaatraves de los canalestipo

L, y w-conotoxina,parabloquearla entradaa travésde los de tipo N. El pretratamientocon

nifedipinaprodujouna disminuciónde las concentracionesde Ca24 intracelularseniejentea

la observadaal quelarel Ca24extracelularcon EGTA, mientrasquecon co-conotoxinano se

observó una disminución significativa de la concentraciónde Ca2~ intracelular, lo que

indicabaquela entradade Ca2’4’ producidapor activacióndelos receptoresGABA~ serealiza

a través de un canal de Ca24 dependientede voltaje tipo L, mientrasque el tipo N no

intervieneen la actividad de estos receptores.Este resultadocontrastacon los de otros

trabajosqueafirman que los receptoresGABA
8 en el SNC interaccionancon los canalesN

(Hustonet al., 1990),T (Scottet al., 1990) o P (Mintz & Bean, 1993)y no con losL, y con

otTos que afirman que el efectode los agonistasGABA» es aditivo con el de la nifedipina

(Bowery et al., 1989). Sin embargo,concuerdacon la idea de que el AMPe estimula la

entradade Ca
24 a travésdecanalestipo L, comoseha demostradoen células13-pancreáticas

(Ammaia et al., 1993).
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Ademásde la entradade Ca2~ del medio extracelular,nuestrosresultadosindicabanque

existíatambiénunaciertacantidadde Ca24 queparecíaprocederde la movilización de los

depósitosintracelulares,y que eraaproximadamenteun tercio del total de Ca24 inducido

por activacióndel receptorGABA
11, que estudiamosa continuación.

Como hablamosindicadoanteriormente,en las célulascromafinesadrenales,existendos

grandescompartimentosintracelularesque almacenanCa
2”’: uno de ellos essensiblea IP

3,

asociadoclásicamenteal retículoendoplásmico,y el otro esel denominadosensibleacafeína,

queparticipaen el mecanismode liberaciónde Ca
24 inducidapor Ca2”’ o calcium-induced-

calcium-release(CICR) (O’Sullivan & Burgoyne, 1989),

Paraestudiarla contribuciónde cadauno de estos doscompartimentosintracelularesa la

elevaciónde [Ca2”j~producidaporagonistasCABA
11, procedimosa medirlosnivelesdeCa

2”’

inducidospor los agonistasGABA
11 en ausenciade Ca

24 extracelular,y tras la depleciéndel

Ca24 de depósitosintracelularesbien con la angiotensinaII, clásico agenteproductorde IP
3,

y por tantomovilizador del Ca
2”’ del retículo endoplásmico,o con cafeína,quemoviliza el

Ca2”’ del compartimentoinsensiblea IP
3. Cadaunade estassustanciasen ausenciade Ca

2”’

extracelularfueron capacesde incrementarlos nivelesde Ca24 intracelularesen diferente

cuantía,siendola cafeínaalgo máspotenteque angiotensinaII (figuras 22B y C) y ambos

másque los agonistasGAHAB (figura 22A). El pretratamientocon angiotensinaII bloqued

totalmentela respuestadel APPA y del baclofén(figura22B), mientrasqueel pretratamiento

con cafeína no afectó la respuestade estos agonistas,observandosólo una muy ligera

disminción no significativaconrespectoal efectode los agonistassin tratamientoprevio con

estaxantina(figura 22C). Estapeque5adisminucióntambiénfueobservadasobrela respuesta

de la angiotensinaII al realizarel mismo pretratamiento(figura 2213), lo queapoyala idea

deque en las célulascromafinespodríaexistir un compartimentomixto, sensiblea la vez a

cafeínay a IP
3 (Prusset al, 1991). La combinaciónde angiotensinaII y cafeína,comoera

de esperar,bloqueétotalmentela respuestadel receptorCABA11 (figura 22C).
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Por lo tanto, nuestros resultadosindican que la liberación de Ca2~ de los depósitos

intracelularesproducidapor activación de los receptoresGABA~ se realiza a partir del

compartimentosensiblea IP
3, resultadoque ha sido confirmadopor el hecho de que tanto

el APPA como el baclofén fueron capacesde incrementarlos niveles de IP3 de forma

dependientede la dosis (figura23).

2.2.2.3. Relacionesentre el Ca
2~ y la resnuestasecretora

Paraestudiarla implicacióndel Ca24 en la secreciónde CAs inducidapor activación de

los receptoresGABA
11, estudiamosla secreciónde CAs producidapor APPA y baclofénen

presenciay en ausenciade Ca
24 extracelular.El efectosecretorseestudiótantoa tiemporeal

(t=segundos)comoa tiemposmáslargos de estimulación(t=minutos),comoseindica en

Material y Métodos,

En medidasde secreciónde CAs a tiempo real y en presenciade Ca24’ extracelular2.5

mM, los agonistasincrementaronmuy significativamentela secreciónde CAs, pero en

ausenciade Ca24la secreciónde CAs fue nula (figura 25), de lo que sededucequeel Ca24

extracelulares absolutamentenecesarioparaque seproduzcala secreción.A tiempos más

largos de incubación (t= 10 minutos) y en presenciade Ca2~ extracelular,los agonistas

GABAD produjeron,un efectosecretordependientede la dosis(Oset-Gasqueet al., 1993).

Sin embargo,en ausenciade Ca24 extracelularla secreciónfue muy pequeña,en tomo a un

30 % de la obtenidaen presenciadel mismo (figura 24) y estadísticamenteno significativa.

La diferenciaentrelos resultadossobre la secreciónen ausenciade Ca2~ extracelular

obtenidaa tiempo real o en periodosmás largosde incubación se podría explicar por el

modelo de exocitosis propuestopor Neher y Zucker (1993). Según estos autores,las

vesículas de almacenamientode CAs se dividen en tres diferentes grupos según su

proximidad a la membranaplasmática.Asf, las vesículasmás alejadasproducirán una
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secreción más retardada,puesto que tienen que pasar sucesivamentepor las diferentes
~esIacione5’de vesículas.Por ello pensamosque la liberación de Ca24 de los depósitos

intracelularesen el casode la estimulacióna tiemposlargospodríapromoverel movimiento

de estas vesículas más lejanas, que irían aproximándosea la membranaplasmáticay

produciríanfinalmenteunapequeñasecreción.No obstante,en nuestrocaso,la contribución

de la movilización de Ca2~ de los depósitosintracelularesno se puedeconsiderarcomo

importante en la respuestasecretoraa la que dan lugar los receptoresGABA
11, y esto lo

demuestrael hechode queno seaestadisticamentesignificativay de quela correlaciónentre

losvaloresde IP3 (responsablede la movilización del Ca
24)y la secreciónde CAs inducida

por la activaciónde estosreceptorestampocoseasignificativani parael APPA (figura 31A)

ni para el baclofén(figura 3 lE).

También otros autoreshan observadoen células cromafinesporcinas que la [Ca2i¡

inducida por activación de los receptoresmuscarinicos,en ausenciade Ca24 extracelular

disminuyeaproximadamente2/3 respectoa la conseguidaen presenciade Ca2”’ (Xu et al,,

1991) y estetratamientodisminuyela secreciónun 70 % (Xii et al., 1992), resultadosque

son plenamenteconcordantescon los obtenidosen nuestro laboratorio (Parramónet al,

1994c).El Dr. N. Eowery, quien por primeravez mencionóla existenciade los receptores

GABAD, afirmaqueel receptordel SNC escomparablea los receptoresA
1 adenosinérgicos

(Bowery, 1993). Nosotros hemosobservado,sin embargo,una gran analogíaentre las

accionesmediadaspor los receptoresGABA11 en las células cromafinesbovinasy las del

receptormuscarínicode diversasespecies(porcina, canina, felina) en lo querespectaa la

dependenciadel Ca
24 en la secreciónde CAs (Xu et al,, 1992; Ohtsuki et al,, 1992) e

incluso en su capacidadde despolarizarlas células (Ucedaet al, l992)~

Otra respuestadel receptorGABA
11 estudiadaparalelamenteen ausenciay en presenciade

C&~ extracelularfue la formación de AMPc. La ausenciade Ca
2”’ extracelulardisminuyó

notablementela formación de AMPe inducido por agonistasGABA~, lo que sugiere la

existenciadeunaestrecharelaciónentreambossegundosmensajeros.Estarelaciónsepodría

establecera variosniveles,como comentamosa continuación.
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2.2.3. Interrelacionesfuncionalesentre los mensajerosintracelulares

inducidosporactivaciónde los receptoresGAIJAB en las células

cromafines: mecanismode acción molecularpropuesto.

Los resultadosde estaTesisapuntana que tanto el Ca24 comoel AMPc parecenser los

segundosmensajerosquemedian la respuestade los receptoresGABA~ sobre la secreción

de CAs y queexisteuna correlacióndirectaentrela secreciónde CAs tanto con los niveles

de AMPc, como con las elevacionesde Ca2’4’ intracelular promovidospor los agonistas

OABA
11, (figura 30). Las relacionesentreambossegundosmensajeroshan sido ampliamente

discutidasen la literaturacientífica.Hemosintentadorecogeraquíalgunosde los nivelesen

los que estosmensajerosserelacionano entrecruzansusmecanismos,

En cuanto al AMPc, está descrito que este segundomensajeropuede fosforilar, por

activaciónde la PKA, los canalesde Ca
24 dependientesde voltaje (Cliern et al., 1988).De

hecho, en células13-pancreáticasseha visto queel AMPo estimulael influjo deCa24 a través

de canalestipo L (Ammala et al., 1993). No obstante,algunosautoressugierenque esta

fosforilación puede no ser suficiente para abrirlos. Ya que los canales son activados

fisiológicamentepor cambiosen el voltaje, es lógico pensarquehaya una despolarización

previa a la entradade Ca24 a travésde los mismos,Estadespolarizaciónpodríaocurrir por

un incrementoen la concentraciónde Na4 intracelular,debidoa quela ¡‘KA puedefosforilar

la Na~-K~-ATPasa,inhibiéndola(Lingham & Sen,1982; Montaet al., 1991b).El aumento

deNat intracelularpodríapromover,además,la inversióndel transportadorNa~-Ca24,con

el consiguienteincrementoen la concentraciónde Ca24 intracelular (Morita et al,, 1991a).

Estosmecanismosapoyannuestro resultadode que el AMPc es capazde producir por sí

mismoincrementosen el potencial de membrana,incrementosde Ca~4 intracelular,y, como

consecuencia,estimulaciónde la secreciónde CAs. Sin embargo,Morita y col, no observan

queel AMPc tenga efectoalguno sobrela secreciónbasalde CAs (Monta et al., 1987a).
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El AMPc, por activaciónde la ¡‘KA tambiénpodríaactivar otroscanalesde Ca24 queno

fueran dependientesde voltaje, como los canalestipo G (Cefla et al., 1991), los canalesde

Ca~ ‘facilitadores,que contribuyenal incrementode lascorrientesde Ca2~(Artalejo etal,,

1990), facilitando los procesoscelularesdependientesde Ca24, como la exocitosis u otros

canales de Ca2~ activadosdirectamentepor AMPc similares a los del bulbo olfatorio

(Kurahashi,1990), aunquela presenciade estosúltimos canalesno seha estudiadotodavía

en las células cromafines.

Por último, los efectosdel AMPc podráinrelacionarsecon el bloqueode los canalesde

K4 implicados en el mantenimientodel potencial de reposo de las membrana~ lo que

co~duciriaa una activación inmediatade los canalesde Ca2~ dependientesde voltaje. Este

mecanismoha sido demostradorecientementepor Gonzálezy col. (1993), queobservan

cómo el bloqueo de la corriente de salida del K’4’ con tetraetilamonio produce una

despolarizaciónde la membranade la célula cromafin, elevación sustancial de [Ca24]

citosólicae incrementodependientede la dosisde la secreciónde CAs, siendoestosefectos

bloqueadosparcialmentepor nifedipinay mejoradospor HAY K 8644.

Ademásde estos mecanismostempranos, la fosforilación de proteínaspor PICA podría

afectar algunasproteínasdel citoesqueletoimplicadasen la exocitosis de las CAs en un

eslabónposteriora la entradade Ca24 y ayudarasía mantenerun conjuntode gránulosde

liberación rápida,probablementepor afectar directamentesu movilizacióno su fusión con

la membranaplasmática,contribuyendoa la amplificaciónde la exocitosisdependientede

Ca2~ en las células cromafines. Estos mecanismospodrían estar relacionadoscon la

despolimerizaciónde la red de actina que podríapermitir la aproximaciónde los gránulos

a los sitiosde anclajeen la membranaplasmáticao la separaciónde proteínassimilaresa la

sinapsinade la membranavesicularde su anclajea los microfilamentosde actinaqueunen

los gránulosal citoesqueleto(Llinás et al,, 1991).

Por su parte, el Ca24 podríatambiénincrementarla producciónde AMPc, poractivación

deunaisoenzimadela adenilatociclasadependientede Ca24-calmodulina,(Keogh & Marley,
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1S91), ya queestosautoreshan observadoqueel Ca24 no inhibe la degradacióndel AMPc

ni su salida de la célula. En nuestrocaso, observamoseste efecto cuando impedimosla

entrada de Ca24 extracelular,y obtenemosun incrementomenor en los niveles de Ca’~

inducidosporactivacióndelos receptoresGABA
11, En estascircunstancias,el AMPc también

sufreun menor incrementorespectoal obtenidoen presenciade Ca
24, pero curiosamente,

semantienela misma proporción de disminución en el AMPc y en el Ca24. Por ello

pensamosquelos incrementosen el AMPc y en el Ca24 no sonacontecimientosaislados,y

queuno y otro se entrecruzana diferentesnivelesy se potencian;de hecho, como hemos

comentadoanteriormenteexisteunacorrelaciónestadísticamentesignificativaentreel AMPc

y el Ca2~ (figura 30).

Si quisieramosestablecerun orden de acontecimientos,segi.in nuestrosdatos,el AMPc

iniciarfa los pasosnecesariospara producir la entradade Ca2~ extracelular, que sedael

máximo responsablede la secreción,Por su parte, el Ca24elevadopodría: activar la PLC,

ya que es una enzimadependientede Ca2”’, producir la salida de Ca2”’ de los depósitos

intracelularesy estimular la adenilato ciclasa dependientede CaCaM produciendoun

incrementoadicional del AMPc, lo que tendría una contribución adicional pequelia a la

secreción.El mecanismopor el cual el AMPc producirlala salidade Ca24 de los depósitos

intracelularesseríapor un incrementodel IP
3, ya queaunqueel receptordeIP3 tieneun sitio

de fosforilación inactivantepor PKA, se ha visto que diferentes sistemasacopladosa

proteínasGs, lo estántambiéna proteínasG relacionadascon la fosfolipasaC (Delporteet

al,, 1993). Más aún, seconoceque el polipétido activador de la adenilato ciclasa de la

pituitaria (PACAP), que incrementalos valoresde AMPc en célulascromafinesporcinas,

produceademásun incrementodel Ca
2”’ intracelular,procedentetantodel medioextracelular

comode compartimentosintracelularesy un incrementoen los valoresde IP
3 (Isobeet al,,

1993). Todosestosmecanismosse reflejan en el esquema18.
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Esquema 18. Modelo del mecanismo de acción propuesto para los receptores GASA8 en las células
cromafines bovinas y su relación con la secreción, La activación de los receptores CABA2 produce la apertura
de los canales de Ca

2’4’ dependiente de voltaje tipo L y una salida de los depósitos intracelulares sensibles a lP~,
cuya contribución respectiva es 2/3 y 1/3 del total del Ca2incrementado por los agonistas GASA

8. La
activación de estos receptores produce además la formación de AMPo por activación de las protetnas Os que
activan la adenilato ciclasa. El AMPo produce también una entrada de Ca

2 por los mismos canales tipo L.
Todo ello conduce a una elevación de la secreción de CAs, en los porcentajes que se detallan en la figura.
Acciones similares se han descrito para el polipéptido activador de la adenilato ciclasa de pituitaria (PACAP)
<Isobe et al., 1993). Esquema tomado de Parramón eL al., 1994b.

e
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2.3. Modulación de la actividad de los receptoresGÁBÁRpor

fosforilación

Los receptoresGABAB parecenser moduladospor fosforilación por PKA y PKC en el

81K (Kamatchi et al,, 1990), disminuyendosu actividad. Nuestros resultadosparecen

confirmar que también la fosforilación de los receptoresGABA2 en las célulascromafines

tanto por la ¡‘KA (figura 33) como por la PKC (figura 34) es capazde inhibir su acción.La

inhibición por PKC comprobamosqueeraespecífica,ya quela estaurosporina,un inhibidor

de la PKC previno el efecto inhibitorio del TPA (activadorde la PKC) sobre la acción

secretorade los agonistasGABA~ (figura 35).

Estosresultadosindican que, a pesarde las diferenciasencontradasentre tos receptores

GABA~ de las célulascromafinesy los de otros tipos celularescon respectoa su mecanismo

deacción, la regulaciónde estosreceptorespareceser común.Si setieneen cuentaquelos

receptoresadrenalesincrementanlos niveles de AMPc, surge la interesanteposibilidad de

queestosreceptoresse puedanautorregular.

2.4. Comentadosfinales

El receptor GABA11 de las células cromafinesde la médula adrenal no habla sido

anteriormentemuy estudiadoen la literatura. En los últimos afios, tras la confirmaciónde

su presenciaen la médulaadrenal(Martínezet al., 1987; Castroet al., 1988) y su posible

funcionalidad(Castroet al, 1989), tan sólo ha aparecidoun trabajode Doroshenkoy Neher

(1991) en el queseestudiabanlos efectosde la activaciónde los receptoresGABA11 sobre

las corrientesde Ca
24 por técnicasde patch-clamp,cuyos resultadoscoincidían con los

nuestros en cuantoa que la activaciónde estosreceptoresdisminuye la (Ca2t
1 inducida

(Oset-Gasqueet al., 1993), en su casopor K”’ (Doroshenko& Neher, 1991).

Y-
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El mecanismode acción de los receptoresGABAB de la médulaadrenales, como hemos

detallado,diferentedel observadoparalos mismosreceptoresen el SNC. Sin embargo,las

respueslasde estereceptorson muy variables de unostejidos a otros, y sehanjustificado

reiteradamenteen la literatura por la heterogeneidadde receptoresGAIBA11 existente

(Bonnano& Raiteri, 1993). Hastael momento,no seha podidoprofundizaren el estudiode

su estructura,ya que sólo se ha comenzadola purificación por inmunoafinidad de los

receptoresde la cortezacerebral, disponiendoseactualmentede anticuerposmonoclonales

especfficos que podrán permitir la mejor caracterizaciónde la estructura del receptor

(Nakayasuet al., 1993; Kuriyamaet al,, 1993). El uso de las herramientasqueofrecela

Biología Moleclular será sin duda de gran ayuda en el futuro para esclarecer la

heterogeneidadde los receptoresGABAJ1 tanto del SNC como del SNP, asi como la

diversidad de respuestasfuncionalesde los mismos.
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Conclusiones

El presenteestudiode los mecanismosde acción y característicasde los receptoresde

GABA (GABAA y GABA~) en las célulascromafinesde médulaadrenalbovinaha dadolugar

a lassiguientesconclusiones:

la.- Los receptoresGABAA de las células cromafinesde la médula adrenal bovina

eaimulan la secreciónbasal de CAs. Esta función es modificadapor diversos fármacos

conocidosmoduladoresde la actividad de los mismosreceptoresen el SNC, comoson las

benzediazepinas(EZ), 13-carbolinas,barbitúricos y esteroidesneuroactivos,no teniendo

ningunode estos compuestospor si mismo efecto sobre la secreciónbasal. Los efectos

moduladores son potenciadoreso, en algunos casos, inhibidores, dependiendode la

concentraciónde muscimol utilizada.

2’~.- Los ensayosde unión al equilibrio de BZ y Il-carbolinasindican queestassustancias

se unen específicamentecon una alta afinidad a membranasde médula adrenal,con K0

similaresa las del cerebro. Estosresultadosjunto a los de secreciónmuestranquese trata

de un receptorde BZ detipo central,sin descartarsela posibleexistenciade un receptorde

BZ de tipo periférico,aunqueésteno pareceparticiparen la regulaciónde la secreciónbasal

de CAs.

3~ El receptorGABAA de la médulaadrenalestá compuestoestructuraimentepor las

siguientessubunidades:a1, a4, ~ ~ 133, Y2 y carecede las subunidadesa2, a3 y a6. Esta

estructura molecular le confiere unas ciertas característicasfarmacológicasteóricasque

coinciden con las encontradasexperimentalmente.Por contenerla subunidad «t es un

receptorde tipo BZl, con alta afinidad por las J3-carbolinas.La presenciade dos tipos

distintosde subunidadesa, tres 13 y unay, hacepensarla posibleexistenciade receptores

heterogéneosen las células cromafines,quepodríanestarpresentesen los distintos tipos

celularescromafines.
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40.. El receptorGABA11 de las célulascromafinesde la médulaadrenalbovina modula

específicamentela secreciónbasalde CAs en dichascélulas,asícomo la respuestasecretora

y la funcionalidadde otros receptorescomo los colinérgicosnicotinicos y los de GABAA. El

mecanismode acción molecularpor el que lleva a cabosu función está relacionadocon la

generaciónde los segundosmensajeros:AMPo y Ca
24, cuyosincrementossecorrelacionan

directamentecon los efectos secretoresproducidospor estimulación de las células con

agonistasCABA
1>. Ambos mensajerosintracelularesinteraccionanentresí paraproducir la

respuestasecretora. La elevaciónde Ca
2”’ intracelular llevada a cabo por los agonistas

CABA
1, se ejerce principalmentepor influjo del mismo a través de canales de Ca

2”’

dependientesde voltaje de tipo L y por una pequefiamovilización de Ca2”’ del retículo

endoplásmico,causadopor el incrementoen los nivelesde IP
3 queproducenestosagonistas.

El IP1 no parecerelacionarsecon la respuestasecretora.Otro mensajerointracelular, el

GMPc, no pareceintervenir en la acciónde los receptoresCABA11.

St- El AMPo tiene por sí mismo un efecto activadorde la secreciónbasalde CAs en

célulascromafinesbovinasy un efectoinhibidor de la secrecióninducidapor activaciónde

receptorescolinérgicosnicotinicos y de GABAA. El efecto secretor del AMPc depende

estrechamentede los niveles intracelularesdel mismo, siendopositivo sólo en los casosen

los que se eleva hasta3-4 veces sus niveles basales.Esto podría explicar los resultados

conflictivos existentesen la literaturasobreeste tema,

60... Los receptoresCABA1> parecenregularsepor fosforilación por PKA y PKC.
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MECHANJSM THROUGH WHICH GABA,, RECEPTOR
MODULATES CATECHOLAMINE SECRETION FROM

BOVINE CHROMAFFIN CELLS

M. P. GoNzÁLEZ,t M. J. OSET-GASQUE, E. CASTRO, 3. BUGEDA, C. ARcE sad M. P&RR,,MON
Instituto de Bioquimica, Centro mixto C.S.I.C.-U.C.M., Fac, de Farmacia, Universidad Conipluteilse,

28040 Madrid, Spain

Absírací—Time actions sund mechanism of OABAergic modulation of catachoiamine sacretion frora
isolated bovina chromaflin celís were investigated. The CABA,, receptor agonisí intisch’wl induced a fasí
risc ¡u cyiosolie [Ca’’ 1. Tite mean peak iricrease was 290±30uiM ovar basal avda. Time mercase tu
c>iosoLk [Ca’’ 1 was abolished jo Ihe absenca of extracellular (Ca’] aoci vas blocked 1»’ time GAliA,,
anlagonisí bicuculline sund the dihydropiridine nifedipina. Muscimol also eliciled Iba release of calechol-
amines aud increased tite bisoxonol fluorescence indicatin» a ccli depolarization. Tbe [Ca’ 1 anlry was
we~l correlaled with muscimol-evokcd catecholamine secretion, When calla vare irealad wiih muscimol
aoci a sccond seoraagogue, a biphasic behavior was reveakd. Muscimol enhancad [ha eatecholamina
release cvoked by Iow concentrationa of nicotine or Kt vitoreas release obtained at hlgh concantraliona
of nicotina or was actuatly inhibited. When tite muscimol efl’ecl op membrane potantial vas s(udied
¡u time preseace of low K~ or nicotina concentrations. an enhancement of (he bisoxonol fluorescenca was
observad, Titis effea vas reversed al high concenlrations of both K aoci nicotina. Measurement vf~Cl
fluxes showed an increase o membrane permeabiliy Lo C1 duriog muscimol atimutation. Time influx or
efflux Lo C1 was dependení on membrana polantial. lo normal condilicos, vjth a K coneentralion of
5.4 mM, a C1 efflux vas observad by both radiometrie icehuiques, with ‘~Cl~ suad by time use of time
chloride.sensit¡ve lluoresconí probo 6.meihoxy-N<3-sulphopropi])qtlifloliflitJfll, as indicator of intracellu-
lar C1. AL 1,1gb nicotina (20 mM) or K’ concentraiions <105 mM) a ci— iuttlux vas observed using
&meihoxy-N-(3-sulphopropil)quinolioium. Equilibrium potential for C1 vas placed al —51.4±2.1mV
by indepeodeol esiio,ation of “C1 disiribution acroas mambrane.

These resulis suggest a dual, modulaíory role for CABA in tite adrenal medulla. lis probable mechaflisrii
and impl¡cations are discusaed.

ciABA, time ¡naln inhibitory neurotraosmilter in time
trajo, is also preseoliii peripiteral tissues, where it
can have a funetional role in tite regulation of
honnone secretion.” CABA and GABA-relsuied
tnzymes have beco localized lo time adrenal
medu1Ia~us.u9 aud in citromaifin celís,” aud GASA-
ergio nene fibera haya kan described lo canina sud
bovine adrenals.~’4

Sangiah el al)9 reported for ihe firsí time thai
ClARA elicited catecholamine (CA) release from
isolated bovina adrenals and more racently timis
stimuiatory action of GASA has been confimied in
isolaced citromaifio cells.’’5’8 However, GASA
adion ort time whole adrenal glaod has proved more
complex. CABA increases time basal secretion of
CAS,azt29 whila it reduces tite secretory response
<licitad 1»’ electrical stimulation of time gland.’8’4

“Yo ~homcorrespondence should be addressed.
Abb,evfaílons: bisoxonol, bis.(t,3.diethylthiobarbituratel

Lrimelhine,oxonol; CA, caiecholamine; tCa2*l, otra-
cellutar caleium conceniralion; DMEM, Dulbacco’s
modifled Bagles medium; DIOS, 4,4-duisothiocyanaio
stilbeu-í-2,2—disulphooic acid; Fc, aquilibrium potential
a cl—; BOTA, oú,ylenaglycolbis(aminoethyletheljietra-
mcelfle; SPQ. 6.methoxy.N.(3-sulphprOpil)qUiliOliTliUTfl.

Recentí>’, ve describedthe presenceof two popu-
lations of GASA receptora ¡a bovine adrenal
madullar>’ membranas, narnely CABA,, and GABAa
receptora.’” Bach one exerta opposite eftects en CA
release, ana activatiug and tite odiar iuhibiting tite
secretion of’ CAs) lo time presetil alud>’ WC ¡ovesti-
gated whether GASA,, receptor-niediated actiona,
provide a dual, modulatory role for CABA,, racep-
tora in ebromalfin calla. mis GASAeffect could be
activator or inhibitor, depending o» membrane po~
tential. Part of titase resulta has baca presented in
preliminar>’ formA3

EXPERIMENTAL PROCEOLJRES
Ma¡erta/a

FURA 2AM bis-II ,3.diethylth¡obarbiIiJrddltrllnlCthiUe
oxonol <bisoxonol) sund 6.melhoxy.N-(3-sulphOprOpil)-
quinolinium (SPQ) vera purchased from Molecular Frúbes.
Dulbeccos Modilied Basle’s medium (flMEM) and fetal
calf serum ware from CISCO. Collagenase (EC 3.4.4.19)
vas obíained (rooi Soabringar. Muscimol, bicuculline,
picrotoxin, nifedipitia, 4,4.duisoIhLocyaTiatOStilbCfl.2.2-di5Ul
pitonie acid (DIDS) sund furosemide vera from Sigma
Chamicais; [U.’4C]Sucrosesuad “Cl— ware purchased from
Amershani InI.; ~FI,Owaa from Packard. .411 olber citen5-
cais vare reagent grade producta from Merck.
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¡vv <44 ,kt~.,Vt.,v/4<4, #t44Ig5vc~’4
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4 t4~v..4tt4vis.v ati<t’4 aOl It dvUnIwtwti ccc,’., jite meinticuiit
, 4r’er4í-v<V vurto ube nwtIiWal’ve (súldiulial Thou, an

it>. ~eau4<iuv t<.ít’ .144>1 ~W’tt4CdIl4< ,tl4It,<Alit Ihat lite roen
Oca ,Ví c~v’t+$nbit 1,4* dep*.ilii~>ed. elle’. u» loare of Ihul
t¶l$414’.div *ftutrtl ,.lve ti catee iNc cdli u’ tetis a’aihtd 4%

1~<4 vAW~<

1 4ta’’ i riv’Mítetí. fltI uiopaceled it mete
,c4.tvt<~4jfl *,to ¡1:4 sdllí oit 1’,’ 1 col c<cfl ttvtpatiOI’t1. <12 gaM
.4 0*’ t’t>’t Mit *s44k41 lOjí nitioce aáu pI4CdII un it

A’ íú 101 ~‘4Sc Le ita 4041 fluorctccn«
‘mr.> ;uútvd a, aaví14n~lO4 .4 ¶44) ttm cu suad ,$~3 tío cre.
vn44 vi>’tlv< .‘“vd aí 1~ a~ <a nIl tíecíd . uy-elle to a Pacto»

fiLS ULi»

A;qrc¡s «1’ »sí¡xcbnal oh bu iracelhdar cakiu’n con—
latí Ud Iirflu

Whcn clirornnffin cclii vera citíillengcd witlu
muscimol, a seieeíive CABA,, receptor agonistí Wc
ecuid observe su (así riso ¡o free (Ca’’ jas rcvcaled by
VUELA 2 dluoresconce, presented ¡u Fis. 1. Tite mean
peak increase evoked by SOpM ojusciniol vas
290 ±30nM. Muscimol eficcí vas cui¡oinatad by íiíe
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Fig 1. Cy¡osolic era osienís st¡mulation of
chromaflin ceila with muscimal. Superitoposed recorcis from
dulTerent calI samples are iraced. Musc(mal (Mus), SO/SM.
vas added al (he arrov. Drugs were acided 1 mio balare.
Wc, bicucuLtine 25 pM~ NiI, nifedipine 9pM. External
¡Ca”) was 2.5 mM excepo jo tite trace labaled without Ca”.
Similar racorcis were obtained Iran cijiferení samples jo

three ccli baiches.

GABAA antagonis bicucuiline. Timis risc in joternal
(Ca?4 1 was dependent 00 extraceilular calcium, aoci
was blockad by Iba L-íype calciun citanoal blockar
niladipine.

Musciniol alane inducad a signiflcant CA release
Cren cliromaifin celis, sitowing a good correlation
betwaan time extent of time [Ca”) increase and (he
amouot of secretian (Tabla 1),

Effecrs of n;usclmo/ o» evoked ca¡eclsolandne release

Chaltenging citromaifin celís witli sItan pulses of’
nicotina rasuRad in peaks al elavatad CA secretion,
antounting ta about 1.97±0270/o of total celÉ CA
contant lar a maxinial 2OMM coneentratian of
nicoline. Muscjmal affected time release of CAs
evohad by nicotine ¡o diflerent ways dapending 00 time
dose ol’ nicotina used, as can be sean itt Fig. 2. When
otuscimol was delivered ta time calís togetimer with a
relativaiy lay dose al nicouine va observad no aimast
aciditiva eohaocemaot al secratian. Howaver. aL
high concen¡raíions of nicotina, muscirnol was not
enitancing. but actually decreasad time CA release.

This dual acílon was better observad whanhigh K~
solutioos vera usad ¿o evaka secretion, as la mg. 3.
Muscimol again shawed att oppositaeffact, it induced
an erahat,camaot al CA release al iow K~ con-
cenírations aod clearly inhibited tite K~-evokad
sacration al higimer K’ concantralions.

Tabla 1. Eflact al dulterant niuscimol concetatraliono on
cataehoianiine secretian and Ca” entry iii adrenal cimro-

maifin calía

Canditions
CA secrelion

(pmol/l0’ celEs) Ca’ (nPA)
Muscimal <yMJ

O

lO
50

7

7.5+3.5

151±2.5

35.2±6.1

196±31
143±0
227±26
283±30

CaZ values bar I—5OpM muscimol are relerred as
oncremení o respect to basal Ca”

u,
4,

Coo

4,
o
43
‘3

o

200 —

Lea -

‘ca.

50-

o’

ENIcotinei (pM)

Fia. 2, Muscin,ol e/Yací os, he nicotine-evoked CA
secretion. Celís vera challeoged with pulses ob mercas-
¡ng concentralions of nicotina atona (•—•) or logetimar
yvitt, 21 ¡cM museimal CM—U). Avecaged peak
he¡ght ±SRM, of lhree inctepeodent delerniination, are

shawn. ~‘P <0.001.

Rifad of ,nuschnol oit bisoxono(fluorescetíca
Muscimol added to a ccli suspeosion at canean-

tralians heuvean 1 and 3aM increased bisoxanol
fluorescence irl a dose-dapandent vay (Fig. 4a). Whan
K cancetitrationwas 15.4 mM rnuscimol cid 001
produce any effcct on bisaxorsol fluorescance (Fig.
41,) sund at a K’ concanlratioo of SSmM, muscimol
decreased timis fluaresceoca (Fig. 4c>. Nicotina
(10 ¡cM) increasad bisaxonol fluaresceoca and mus-
dmol decreased nicaíine-evoked bisoxonol finar-
escence (Fig. ‘Id). Timis rauscimol eltect vas abolished
jo time presence of t pM picrotoxio (Fig. 4b).

Cl equtlibrtunr ,oo¡en Uní and ‘6CL fiuxes
Collected averages lcr ~‘C1, i’Hl~O and

(‘4Cjsucrosc disíribuíion insida and outsida

360
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‘54

¡03,

SI

o

5 uo 09 36 70
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Fig. 3. Muscimol e/Yací an lime high K~•cvo1ced CA se.
cration. Experlmenes were perlormed. al least, lo triplicale.
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•—u + Mosclmot
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Tabla 2. Equilibriun distributotí ol”CI’
cal) membrana

Supernataní
~‘CJJ5Htabel

d.p.m. “Cl
d.pni. ‘U

d.p.m, “C
d.p.m, ~H
Rallo W/’H

671,812 ±3638
49,827±¡026
J348 ±0.2

252,879±980
66,828 ±1070

3.78±0.04

across chrornaifin

Pellet

6781 ±202
845±38
8.03±0.3>

1664 ±45
842±24
1.97±0.05

~Sls vera iocubaiac¡ for 21 h víth Locke contaioing ‘H
20

ami ahitar “Cl~ or L’
4CJsucrosa. CalEs ware centrifugad

arad time radioacíivhy of aach isotope la pelleís asid
supannatanís determinad. Sea Experimental Pracedures
for cietalis. Tite values represent means ±S.E.M.of twa
experimanís cadi performed lo quiniuplicate.

chromaffln celIa altar a long equilibraíing period are
shown in Tabla 2. Time equilibrium potantial lot Cl
was estimated, from individual ratios “CI/’H lcr
cach tobe, as —51.4±2.1mv,

“CI’ efllux lroni cbromaifin calís yas sigoiflcantly
siimutaled by treatment wiíim muscimol as shown lo
Table 3. This efflux was reduced by picrotoxin, a
selectiva blocker of time CABA receptor~associatad
Ch channel, Furtimermore, picrotoxin prevantad time
stimuIatory effect of muscimol.

&-Ade¡/soxy-N-(3.sulp/¡opropu)quínounñ;o¡fiuorescence

Muscimol, al a concen¡ration 10pM, mercases ¡lic
fls~oresceraceof SPQ when tija K concaniration in
iba externa>sncdium was 5.4 mM <Fig Sa) Ata K~
coocentration of25.4 mM, muscimol liad no alad os,
SPQ fluorescence (Fi

8. SI~) and al ]OSmM K
t,

muscimol decreased fluorescence (Fis. Sc). Musciniol
(10pM) decreasad SPQ fluorescence yheo nicotina
was present at 2OpM concentration (Fig. Sd).

DISCUSSION

Timo ralease of CAs Vram bovina chrooiaffio celEs la
triggerad by (Ca”j entry through vol(age-depaodent
caldium chanctelst”” Timase channeis are opened by
depclarizirag ¿he calla aboye ~ Our
resulta 51mw ¿bat muscimol-avokad CA release is
driven by (Ca”’J~ mercase dtia ce calcium entry tren
extracdlular rnedjum. Ibis (Ca’~) entry La atíributed
tc, adlivation of [Ca”’] chan nola by GABA,,-avokod
depolarizaíion of’ calla, Ibis sugges¿ianLa basad un
Iba blocking action of time dihydropiridina nif’edipina,
wbich ja known ¿o lii cok [Ca”’] cimanneis iii obre-

labia 3. ‘‘CI a/flux unducad by 10PM messcirnd, in
time absance or presence of 10pM picrotoxin

Condition, Perceniage effiu~
Basal ¡00
Muacimol 128±4
Museitnol + picrotoxin 78±6

¡0>.M MUS

Cd> 20>tMNOC

005 rnMK

¡21

e
C 071-u,

.4.
c fc
• 95r (bí 3pM MIJSotiu,
. 90o —y- 25.4raM 1401ti-

Co> u0~M MUS

S4ntMMGL

¡3pM MUS
3. -I~ .A.
0 20 40 60 80 ¡00

rime (e)

Fig. 5. Muscin,ol’induced changes ¡r¡ lime irttracellular finar-
escenca of cliromaifin calla in dic presance of ¡6pM mus-
alud (MUS) al (a) 5.4 mM exlracelhflar le.”; (S) 25.4mM
K”; (e) lOS mM K” aoci (ci) 2OpM nicotine (NiC), Mus-
cimol vas acided as indicated by time arraw, ‘Time seale la
given sus arbjtrary intensity fluorescettce it, SPQ flísuaresceoce
<ram (lic basal letal. Original recerdings vare (rayad from
a raprasen¡alive experimaul whicb vas c>tQstn bou lliose
perforad, wiih al least lliree seis al’ celís asid ‘w¡lIt similar

resitila.

maflin calla,3t and on time proportionality between
ICa’”] risas aoci muscimol-evoked release. Ibis pro-
pertionality has beco simewo te be majotained ooly
Wlten Lima [Ca”’] rIsa is iriggered by depotarization of
time calla atid not viman [Ca”’] comes <ron internal
steres2”~ Time depolarizing effect preduced by mus-
cimol is also correlated witim tite muscimol cffact en
bisoxoool fluorascence since ao mercase ja correlatad
witim a depotarization,’

Altimough CABA la mainly an inhihitory traras-.
mutar, depelarized responsas to GAnA are aol
unknown. GABA-loduced depolarizations have beco
recordad al senaer>’ gaoglion neurona and, intereat-
ingly, at aympathetic neurons/ wimich are cloaely
relatad to abremaflin celia aud ¡oto which they cari be
traosformed.5 Ibis dual CABA acolen has been
damonstrated lo cheomaflin celís with our bisoxonol
experimants whícim indícata that membrana potential
plays an ímportant rote in GASAaction timrough lis
GASA, receptor, since, time bísaxenel fluorascance
increase (depolarization) or decrease (byperpolariz-
alíen) ¡o time prasence of muscmmel according <o time
oxcernal K” cencentradon, Timase resulta are ira
accordance vich aur flndíng ChaL muacimol can ira-
croase or decrease (he CA secretion at difl’aran( K
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concentrationa. Similar resulta yare obtaioad with
nicotjna.

GABA,, receptor a a cimloride cimannal yimjch opena
upan binding ol GASA)”’0 Timerefore, time direction
al time potential cimange induced by GASA deponda
on time relativa pasitiona of tite actual membrana
potential and time ~c,,a,,. whjch is, under pimyaio-
logical conditiona, Lime equilibriun potenCial Var Cl
(E

0). Our resulta on ~‘Cl-’ Iluxes do not allaw us Lo
determine tha direction of Lime net flux of CI; but
claarly simow Limal an early increase in time membrana
permaabitity to C1 ja iovotved jn iba mechanisrn of
action ofmuscimol. Titis imypotheais ¡a confirmad witl’s
aur SPQ resulta o wimich ana can observa an mere-
nent in SPQ fluorascence (wimich ¡sicana a Cl effiux>
by muscimolal K~ concantrationa lower timan 25 mM
and a decrease jo SPQ fluorescence al tOS mM K~ in
time external madiun, whicim indicates a imigimer otra-
cellular Cl. Time estimation of (ha Ec¡ jn ebromaflin
calla, approx. —SO mV, is sorne millivalta abate time
reportad rasting poteotial lar titase celís, ranging
fron —80 mV to —55 mV.”””’ Timis finding strongly
aupports a depolariziog afl’ect Var GASA,, activalian
by muscimol io citromaflin calla.

It cocíd be argued timat E, is still below time
timrasimald lar [Ca”’] cimannela activatian. Hoyaver,
~ ja certajnly oot under the timresimald lar Na
cimanoela, aod GASA Lreatment of chromafflo celís
induces rapetitiva firing of actjon poteotiala ho lijase
calla.” ¡o timis way a ahort-aized OABA,,-induced
depolarization can be ampliflad aod aveniually datar-
niination al [Ca”’] entry timraugh voltage-activaCed
cimanoala. On time otitar imancí, our estiniation of E~¡
could be quita conservativa. lodirect data of otra-
cellular [CL] jo cimramaffio calla, approx. 34 mM,”
would place Ec¡ aboye —40 mV, atid so in time range
al a direct action al [Ca”’] cimanneis.

Time intermediate position of Ec¡ playa a crucial role
o aur axplanation al time dual efl’ect of GASA,,

receptora on time caotrol of CA ralease Qn basal
canditians, time opaniog of Ch channela simauld
depolariza time calla towarda Ec¡. , il time opeoing
coincides witim a atimulus dapalarizing 11w membrana
aboye time ~ timis action viII be dampenad 1,>’ the
increasad parmeabilityto C1, aod a ralatjve ¡objbi-
tion will be obíainad. fis ja exactí>’ time beimavior
observad in time jnteractjoo batween muacimal aoci
nicotina or KCI jo evoking CA release and on
bisoxonol and SPQ probas. Muscimol enimances time
secratian evakad by a lay alimoNas, and then also
enhances time bisoxanol and SPQ fluaresceoce, buí
inimibita Lime sacretioo aod time bisoxonal fluorascance
induced by imigimer anas. Timase resulta clearly ciernan-
stratad timat GASA, timrough ita GASA, receptar
dapolarizas ar imyparpolarizes Cha chromaffln calla,
aod, as a consequenca, GASA has an actjvatjog or
inhibiling efl’ect on CA sacretioo.

Time point at wimicim time muscimol arid ¡<Cl curves
croas gives time appraximate membrana potential al
wimicim timare ¡a no driviog force for CL’ ions’ Figura 3

randera a croas paint al abaut l2mM KO, wimich
correspondata abaul —so mV using time Galdman
aquation ancí lotracellular dala lar [Na~]~,[Kj nod
ratio ~K/~Na lram Friadman e: O/~’ This findiog
togetimar witim ChaL obíained witim bisaxonal and SPQ
strongly supports ocr proposal of the inversion of time
Ch driving lorca as Cha basia br time inversian of
GASA,, action on evokad CA release from abro-
¡naifin calla.

Qur findinga extend time resulta of a racaní york
fron K¡tayama es oP

7 Time>’ observad a more timan
additive onimaocerrent by GASA of acetylcholina-
inducad release. Howaver, Cimey usad a 3pM corscen-
tration of acatylcholine lo alicil secration. As sc~ lar
acetylcimalina in chromaflin calla is bigimer timan
50 ¡a M, tite>’ were working in time lay atimulus rartga
wimare we alsa sea a poteotiation batweeo chalinergie
aod GASAergie atimulation. lo contraat time>’ foisod
thaI GASA joimibited tite release iroduced by 25 pM
veratridina, wimicim is a quite big challange according
to aur resulta. Qur proposal of GASA, aSceta
beiog dependeot on E<, sund permeabillí>’ Lo C1 is
supported by time flnding Chat Ch replacameot ti

tite extracellular medium enimances GABA-induced
release, wimile depletion of CL’ selactivel>’ abolisimea
GASA. actjon.2’

In view of time dual cifeet of GASA, receptor
activation on evaked CA ralease, time contradictor>’
actiana al GASA in tIte adrenal glands08’4 cao be
recanciled with a single mecbanism of action. So,
CIABA enimancas time basal CA ralease at time normal
membrana potentials ol cimromaffií¡ calla because
when CABA a bauod Co ita CABA,, receptor it
produces a calI depalarization by a CL elilux. Thia
depolarization induces an elevation of [Ca”’] and, as
a cooscquenca, a CA release.

GASA, 00 nicotine-avoked CA release, could
produce ¡¡o activalor>’ affact on timis CA socretion IV
lime membrana potantial, in time prasanca al nicotina.
la Iower ihan lime Ecí (low nicotina concentratians),
buí GASA decreases CA release induced by high
nicotina cooceotrat¡ans because, jo timase condutiana.
time membrana potenCial producad by timase nicotina
dosea is probabí>’ higher Chan Iba Ec¡ aoci than GASA
induces a imyperpolarizing e/TaeL oro chromaffin calla.
Corisíslepí witim a pimyaiological roía for GASA in iba
adrenal metalla, bicuculline, a GASA,, aotagoOist,
imas beco found ta anhance secretor>’ reaponsa to
olectrical atjmulation’1 while inhibiting time apon-
tancaus release al CAs,” probabí>’ by raducirg time
action of endogenaus GASA w¡thin timo glanda.
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GA 13/k¡~ r’cccpto¡’s mociulatecatecholaminesecretionin
chr’onia¡hfl celis by a nwchanisi~involving cyclic A.N4P

t~.jj Osd-C.k$qtIc,Nl’ iktrrarnñíi & MP. C3onzñlez

Instituto ok lit~Nussíot ‘a. I”actíttad de Uas’íoíscisu, Universidad Corwpluiense. 18040 Madrid, Spain

1 thr fuíí.t:tícío oit’ T’AtiiuoRolitítyflc atod, (CABA,) receptora in modulation of’ catecholamine sacretion
ha díroocíyafloíí celIa sund tite 1~í~ohte mecimanisen insolved ¡o hlí’~ acolan bate beco examinad.
2 1 he UAI%-\, qcuoosos (“>~hntet’cn asad 3-aminopropylphosphinic ¡¡oid (3-APPA) ‘vera found to

A dooae’atq”endataí áncre.suae of basal catacholsumine secretion. Time EC34s were 151±351AM and
~ S$ ~o.tí(oc Nclefeso sund 3-AI’l’A. res¡>ectively. Tlíis sdmulsutoty effect was supecifio sioce it coutd be

b~ O. S unto of lite specaúc GAlIA, antagonisí CGP-35348.
ji In ci’nt<ati. peeoncsohaíooío of c-hróunaflin calla with tite CABA, ¡¡genista was lound te inhibit, in a
46u,.a.dqoen keíí otisusitnr. iba catadoelsunione secretiaít evok’ed by 10 ¡ni roicotine sund 200 ;tM muacimol.
‘4 Iba etTrcn tít UAI1A~ agecítala un both basal sund avoked catecholarnine secretion were faucod to be
a ‘~cstt$’4hrCJ by ~‘oaraltclcimariges ín ontracaltular catcíum couícentration ([Ca”)1). CABA, ¡¡genista

su dcse.dcjiccodcnt oíwraaac o [Ca”), ~.tíicimatas paríialty blocked by CCI> 35348, bLoC thcy
p •“dow<~i ~ sír~’n~ tohíhíloan ol’ time IC&’L ¡ocra~se induced by nicol inc sund muscirnol.
5 lime l±\IIA, AtWIltSI% sulaó prosiuced a dosedapandcnt marease ¡o iníraceltular cyclic AME’ levels,
turca l”¡’í ty~ su dii Cd c~’rretsulowí bcíweeíí bollo increase tu catecliolarnine secretion and jo jotracellutar
<‘a’clw AMI’ k.’Ia
6 time’ yorrhcátcíaent of chroníaffiít «lIs so.iíh partuasis loxin deubled time catecimolamine secretion arod
ucy,=enírdti> Iritis lunes time unírsuceltulsur asalte AMP tesela evolced by CABA, agon’ísts.
? ‘lite’ ;‘v~í.aít’1c ííoveois’etoacíío el’ oídaroylate cyclase on time nícclíanism al’ CABA, receptor modulatian of’
tale ‘ti olaitoete %‘acltíiNt OC díy,custd

>~cntorti. <~A.lIh,, c’xertera. t’aíedí alsumíne se«elíúarí, cloronísuflin cel0s~ cyclic AMl’~ adrenal medulítí

bit red tic rl toco

fluflaeroíí 1’ +cti rcíoí<aI atad ¡‘loas sc’h’$ieoii cvodeswt cííncerninI~
lime sqtiísutson el csuíacimcolaníooia saralotilt ta~ cimeomaltin calta
1?oooyt t lo ¡o t un sudotílicot Co íoi~atíní0. oimtotouie«pUl5$ (nACim EL>
whcw se3’r Ita aí.lcCIliiI niedtitia fsortt boato ~a ‘vetO eso abloaloed.
llover ¡ose ,‘tber rt*tr;’t*ots osío~íIo, suocíl tío time nsowlíoíaiuon ‘f limos
sc i~t’¡i *< 1 )i~e 011< lude’ nonatas ooit~ o loclin cs:cptitl a (Citcek &
ber ~easíe 145 ‘a, eo¡~,osd ~ pi sote 1 cnísuíct’ re al, 0980), wola’
ValUe 1’ a t ,y’el 1 o’! 4 - 19 O>i bcsuat> koníco (Owtíi a cci.. ¡989).
IlístsucíooeU It itítalois. ti al 14*1> drap¡ooaooíoe it md ~:
tSlsuss iv ctt;*ti A Isssía, 1 ‘~!i). II tocí tI re tíl . 1990). tareslagía co’
alosa l’ Nrg.’itt, o’: 4 , O ‘t44. Itt’ rí tít, 14*1). adeetctlottd
Itimee so <6 4 1 oJ$$ %~ su ngooleoísiío It M aclea’ rs t,i . 1989,
USyuIioy’ ¡o ti o~ l*at<stwtit. 3 98~>) sund U A [lA rateptOcí <Casi<o
e> ,aI .

Ití ri,i,1i10r1 .‘ ,.aL’iíoOi441Oltt~tto; itiol itiAB’~) ce~ysI¡oIso)5l nl’
citrií¡n¡o ~ ‘e Mtil<C (500%. jueV o6’ioi tott<k 1O~ 0405 ~rooui’ Itas
denaitíítr4ted Olor jiítieo’ie o’t ¡oíl Olor esuytilCa usriplutíile<O lío
<14kItA OViC ti 1>’ lii nl usa í he ley una adceoa O mrdoolla (Fasnásí-
tic: ‘Rae~osl r . l’4S 19$ 1) suS wdli sus time ~~íiítíice (4 2000
4~Ott’C tuptíle o t hes t tupir & Atonía, 1989). aoci sun c~ecy-
Idi 5e’tC’A+t o 1 llosa flf utrel u susaitiosí tec (Carl .<a.OSqtuC es al
l 9%> Mev e’ e; í loe prr.íe¿a’t’e tít úae two ~ílooyínaí4 C~A ~A

o tu. .cís seeííotía 00 naoss4jiOocll <(lA [lA 4 sund lIsa otlter
orlnrvírvl ~ e ¡ (su í~ oerari bose wtViíl tse ni bííe Iooksi (U A UA a)
it¡oi sul,.i t,06Cso olC*ut0Wot (<asís!’ rl si

1 -

1’ lVt Iyoct< tíl ¼¡o sul ttwíkt:oul¡or ¡nvclaaíníaiii o( CIA LíA, rece p-
tora uro lite aderetíl tedtoll¡o si oatow ‘velO astablosimetl Cus
receto itaijití clruoa¶natssuOCd simal ‘vilen <lA OlA bosida te
CoAII’V, re e~t,oe oto ib suticensul coedulla it ttiotliltsulCS
tatactí4*lAsflscxt ev celoCta lí’~ su naechatioiltt deperidelil ~n time
mttrit’rsurae iy.iteflti¡oi (tiósatátei re col, ¡992>. NenrtimClCSS time

(sococtlosí aoci niecimaíúsm of action of CIABA, receptora ¡si
adrenal ¡nedulla luuíctiorí has oot yet beco investigated.

ctAllA, receptora hayo secentí>’ asaumed aciditional impar-
itance bacause of evidence timar tlíey cotold mediate baCh pre-
aood pcostsynaphic acíioos in rlíe brain (sae Bowery, ¡989 lar a
revoew’), 1’imcir presence lías ~ílso beco demenstrated lo
peroploeral tistues aod enterie oeste terminala, where timey
appen to bayo a fsínctiooi lo time regutation al time cvoked
release of excilahory uíeurotrarísmilLers ¡¡od hormones
(Iiowery cual., 1980; lIuston eral., 0990>, ¡o time regsílation al
sítuscular conLrIICtiOfl aoci tone (sae Eow’ery. 1989, br a
revsew> asad iii time fíacilitation al time induction of long-tcrm
potenlisutiotl (Metí & Lewis, 1991).

lItase actiona aecm to be medíated by molecular
mechaííianís involvina tíje parricipation of second niesaenger
aysíasíís sucio sus adenytatc cyclase, mnasitolpimotpim¡¡te turnovar
or regulation of Ca’’ or K’ conductartce. However it ja nol
cOcar ‘vimellíer os not tloese reactiocos occur sequentialí>’ os
íodeperídeníly asid wimicim componecor la directO>’ caupled aviuía
CABA

1 receptora.
1ro Ibis papar we exanline (1) lime roía of GABA, rccaptors

in olía regulalion of cimromarnií catecimolilol¡0C secratian, (2>
time pasaible inocraclioos betweeíí Ibis CADA, and otimer
recepíar systems koowo w ragulala nimia proceas ¡¡od (3> lime
posauNe molecular meclianiso) tinked Co suase actioos.

Metloads

Cali s’sOla(iOií aud cuhure

Bovina abromaflio celIa wcre isolaíe<J Vram adrenal glanda
asad anílínred tía dascribed by Badar a cl. (1981) ‘villa uninor

AulItee 1’ ‘
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moditicatiaos. CelO viability was cimecked witim trypao blue
asid cimraoiaffin cali purity was assasaad by time specific incor-
poration oV 3 mg nl”’ neutral red, whicim dyes red specif¡cally
only Che calla wimicim contain catecimolaminas, ta timase celia.
Viability aoci purity yare atways imigimer timan 90%. Calla yare
suspended in DMEM containiog 10% FCS, antibiotica
(lOO u mL’~ peniciltin, lOO pg nL” atraptomycisi arod 40 gg
ml<’gentamicin), aoci cytostatics (lO»M fluoro-deoxyuridioe
aod OMM cytosina arabinaside), platad in 24 wall Costar
clusíer dishes, at a deosity of 0.5 Y 106 ceOta per well, aoci
usad 3—7 daya altar plating.

Measureuneizíofcalecholaininesecrerion

Cimromafllo calla yare washad ¡wice, at 10 mm intervala witim
1 ml of a Krebs HEPES sotutian (Locke medium) containing
(mM) NaCO 040, KCO 4.7, KH,P04 1.2. CaCO, 2.5, MgSO4
0.2, glucosa II, ascorbie acid 0.5 aod HEPES 05, pH 7.5.
al 3YC. Timis medium was removed aoci celOs yare
atimulated, during lO mm panada at J7C, witim 0.5 ml al a
lresim Locke madiun corítainiog the diifarent secratagaguas
usad as indicated o eacim type of axparimeot. AL time and of
incubation time madiun waa removed aoci celIa Iysed with
0.4 M percimOonic acid, aoci timen acraped aif time platas.
Incubatian mediusii aoci calI lyaatas wera botim usad lar time
determination al catecimotamioe sacratiao asid tolal
calacholamina cantaot, respectively. Tite catecimalamina datar-
miroahion, io baCh sampOe types, adequatel>’ dituted asid naul-
ralizad (sea below), yas performed witim an electrochamical
detector (Metraimm 641 VA-detectar) acijustad to + 580 mV
aoci registarad lo an LKB recordar madel 2210, Using lar Chis
cal ibration a standard curve yitim naradrenaline. Resulta are
presentad as a perceotage of’ catecimolamina raleataed u tha
locubation mediun in reapact of’ time total catecholamine
content (incubation madium + pellet).

Measuremeinoflínracellular le veis of cyclic AMP

Cimromaflin calla, preparad ¡¡a iodicated aboye, ‘vare
síimuiated lar lO mio wiíh appropriaía secratagogues as
¡odicated. Calla yare incubated lo time praseoce of 0.5 mM
isabu¡yl metimyl xaotimina (IBMX) in arder la pravant
adenasine 3’: S’-cyclic masiopimoapimate <eyclic AME’> degrada-
tion. Time madiun was removed, calla lysed witim 200 ¡tI al
0.4 M HCIO,, aoci acraped aif time platas. Timase cali lysates
ware neutralizad witim O M KOH, ceotrifuged o an Eppeodarf’
centrifuge aod auparnatanta yare usad lar aasay of’ cyclic
AME’. lotracellular cyclic AME’ measuremanta were per-
lorrued by usiog Lima cyclic AM? Radioimmunoaaaay Kit of’
Amerahan lot., as dascribed in time manufacturar’s instruc-
ticos.

Measurenten: of cyíosolic ¡Ca>t]

Changas in intracellular calciun cancero tration (ICa’fl~) yare
monílored by measuriog Fura 2AM fluorescence. Calla were
‘vashed íwice ‘viCh Locke medium aoci incubated ‘vitli 5 ¡CM
Fotra 2AM lar 45 mio al 37’C. Exceas dye waa removed by
wasimiog time calla twice ‘viCh fresim Locke medium and
suspended jo timis mediun aL 106 celIa mV

1. Fluorasceoce
(axcisarian wavataogtim = 380 sim, amiasion = 510 orn, síus,
5 orn exc. ID on cm.) ‘vas manitared at 37’C in a well stirred
cuvetre cootaining 1 ml of timis suspension yitim a Parido-
Elmar LS-SO apactrofluorimeier. At time arod al cadi experi-
meol 0.5% triton X-lO0 ‘vas acided Co permeabilize time calla.
aLtawing Che dye lo gain acceas Lo time extracellular [Ca”)
((Ca’’]

0). TWa [Ca’J saturatad time dya and provided a
measure of time inaximun fluorascence signal (E,,.~). Ta deter-
mine time iotensity of’ time minimum fluarescanca signais (E,.>,),
20 mi~ Tris base waa acided ta raise time pH aboye 8.2

lalloyad by OmM EGTA wimicim redorad time (Ca”’> to lasa

Chaco O nr,i. Tha [Ca”’)~was ceOculated witim time equation:

[Ca”]~ = A’0 (E — Fmin)/<F~ — E)

time aquilibriun diasociation consianí (K0) lar [Ca’i-Fura

baiog 224 flM.

Matar/ah

Dulbeccos Madifled Eagte’s Mediuni (DMEM) arod facial
calI serum (FCS) wera Iran GIBCO. Collaganasa
<E.C.3.4.4. 19) aoci 8-(4-chlarpheoylthio)-adenosine 3’:S’ cyc-
lic mooopimospbate (pCOp cyclic AME’). were obtairted (ram
Baeimrioger Masinima[m SA. <Barcelona, Spain). Muscmmal,
nicotina, ¿‘oratolin, and 3-isabutyl-l-metimyl xaríthioe (IDMX)
ware from Sigma Chamicat Co (St. Louis, MO, U.S.A.).

— )-Baclofeo, CGE’ 35348 <3-amirxopropyl-diathaxymeflíyt-
phospimisíic acid) arod 3-amlroopropylpimasphiroic acid <3-
APPA) ware a gift (ron Ciba-Geigy (Basal, Switzerland).
Faclafen was purcimased lrom Tacris Neuramin (Esscx,
U.K4. Time kJt br cyclic AMPaasay was froto Arnersimasn
lot. (Eucka.0 UR.) asid Fura-2 AM was ablained lram
Molecular Prabea (Cambridga, ¡1K.). Ala otimer cimemicala
yare reactive grade producta Vram Merck (Darnstadt, Ocr-
man>’).

Stalisties

Time data shown are measia 1 sanean of’ al leasí timrae
experimanta each ana performed isi duplicate. Statistical
sigsi¡ftcaoca yas estimated ‘viCh Slo¡deot’s ¡ test lar uopaired
observationa. A E value of leas timan 0.05 was considerad
significaní. Linear regresaians were made by time mediad of’
mhnirnusn aquares aoci ftítings al’ coocaotration-response
curves lar astimation of’ EC» or lC~ values by a weigimed
non linear regreasion of minimuní aquares, using logistic
curves.

Resulta

Fifecí of CABA, agonisís aus basal úawecholan¡ine
secretuon

Síjmulation of’ CABA8 receptora ‘vich timair specifoc agooists
baclalan aoci 3~APPA increasa basal catacimalamina secratian
Tren chromalfin calía o culture. Timis aifect ‘vas dosa-
dapeodent in botim cases ‘vhim EC~s of St 1 35 ¡tM and
225±55 gM lar bacloleo asid 3-AE’PA. respéctivaly <Figure
O>. Maximal responses ‘vera acítiaved al cancentra¡ions
beiweerí 0.5 aoci 1 mM of agoniats aoci wera 2.73 ±0.52and
cl 2.32 1 0.4.4 times time basal calacimolamine secretion lar
shjenulation wiíim 3-APPA asid baclofan, raspectively.

Time alimulator>’ eifect of CABA8 agonisca on basal
catacl’tolamioe secralion ‘vas Ca’~-depandesit and speciflc
sioce it ‘vas inhibited be¡yean 75 asid 95% jo en axtracallular
mediun cootaining 200 siM CaCO> asid it eould be blocked by
time speciñc CABA, ancaganist CC? 35348. At a dosa of
0.5 mM Ihis compausid ‘vas abla so inhibií Cha agonisí res-
ponsa betwaeo 67 asid 000%. In cantrast, Lime antagaroiat
faclolen ‘vas inaifactive at dic sama dose (Figure 2). Nona of’
lime antagonista liad asiy signif’tcant eifect att basaL
cawcholamine secretion al doses beíween lO ¡CM asid 1 mM
<Figure 2).

To leal time poasibla calI darnaga produced by CIABA8
agonisís on ohromaflin calla, exparimenta of trypati blue
permeation asid LDH release yare carnied cta. Timase
axperimenta simawed oc aigoiflcant diifarences Vram contraía
(callular viability batween 90—95%, aoci LDH release of’
3.98±1.08% ovar total cellular contant).

CIABA, ¡¡gasista ‘vare also able lo evoke secretion of’ time
intravesicular companecot dopamine-fi-hydraxylaae (DBH) ¡o
a similar percantage te timat lar catecholamjsiaa (0.5 mM 3-
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rnuaciowut.evok’cd catecloalamine (CA> ralease by GAOA

5 agautísís.
C>írosnsuili» celia nace is,cubated oi’hsb lite ¿sidicated corucencraesons of
doc OABAa a~onisís ~O,baclofeo: •, 3-autíinopropylplíoapl¡isiic
acodo it 32’C lar ID mio before atimt,lattoo witim (a) lO ¡¡e nicotine
or (Lo) 200 pat moiscmmol. Resulta are expresaed as perceníages of
c¡Secttolsuríiaoe release ovar latal cellular cotitesil (c.c.). Values sepu-
rení nana taconean of íbice experimao¿s aacim cae parfomíed i~
duoplícate. la> lC~ for baclafen 354 ±98 ¿AM and lar 3-
APPA — 240±59pat, (Lo) OC,~ lar bacloíco 45±9jan asid lar 3-
AI’t’A20 ±‘ipaí.

asido baciofert or 3-APPA ¿roimibited caeecimolsímioe sacretion
e”ok’ed b>’ P0~s&í aMotine. TWa efl’ec¡ atas dose-daper¡dent
(Figure 3») wiíh ron 1C,~ eslimated by log-to~ho analysis of
240 ±59 psi lar 3-APPA aoci 354 ±98 ¿oso lar baclofeo.

Ion inhibítor>’ efl’ect ‘vas also obaerved io Iba case of tija
catedoalomina secretiosi avakad by 200pM muacinoal. Time
eflecí ‘vas dose-dependaoí rime lCse beiog 21 ±7¡te far 3-
APPA aoci ‘45±9>íM br bactafeo (Figure 3W. dores lower
<han Chote tcqLoirad lar inhibition of 51% of ííicaíioic re-
spasísea.

hifea o] CABA,agonía a o:; o>sracelbdar leíaisofca/chan

Tite cifecí of CABA»agooisís on bosal catecimolamine sacre-
Cian ‘vas accompanied by a dose-dapeodeot inceezíse in Cima
intracellular calaium concentralion. Time EC,4s ‘vare 25±6
asid 60±10pM bar 3-APPA and baclofen, raapectively
(Figure 4>. Maxintíl effects ‘vere obíained witim 0.5 mMof Cha
agonisís asad were 250±40siM <br 3-AFE’A asid 225±30siM
<br baelafecí. Tiois eWect wsís partially blocked by time specific
aruagaais< CG? 35348 ‘vhiclí, a 0.5 mM, inimibiíed 50% of
tite e/Taco evoked it>’ 0.5 nlM 3-APEA (mercase of abetal
200 siM lo ¡Ca”’],>. This mercase in ¡Ca”], was also depen-
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ríRura 5 [UTacíal CABA, iganisís así i¡oraccllular calciuto, cosocen.
tratuena eycsked Cl>’ nucetone md niuscorutal. Ce’íasalic Ca? trasisierota
elícíoad ti> sturnoolsuu,on of ciíromaffloí calla avisO, a3 lO jito o,eoíio,e ond
(lii 200 pci síiísscsmol un lOo: absesice ar prasence or 0.5 nito 3.AIiPA
tu teacloleo. Sísperompased cecorda <raro dioTerení ccli simples Br:
orsuced. I)ruas ‘.‘cre addrd as times ¡odocased Uy ilie arcaica. N,c,
It) pat ujucolíne. Mus, 200 pr-o muusciunol; 3APPA, 0.5 m~ 3-
»oouoiopropytpitos;íttinua sund. Bac, 0.5 mao Loadores,. Similar racorda
w’erc otouauned Icono difTereoít simples si tOnca dulTereují calI batches.

cyclic AME’ wgeíher wUlo CiABA, ogosisata, baciofen or 3-
APPA. did not produce aoy Curtlíar increasa in caíecimolaouine
secreliun but matead resultad in a reductiaui of saeretion
evcked Uy cadí ugeol indepeodeotly (Tabla 1>.

EA~’cls ofpreincnbniion ca¡ih bocíerial ¡ox¡ns on CABA,
agonts¿’níed¡aed responses ño d;romnaffn celis

To síudy lime paríicipatíon of O pralelos ¿o lime mecbanismn of
actian al’ CABA, receptors, calla ‘vare praincubated ‘vitio
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Figure 6 EII’ect CABA
5, aganista on intraccíltilar avda al’ cyclic

AM? ¡o chromatlin calla. CelOs wera incubated wiIh indicatad con~
cesi¡ratioos of baclafeo jo time absence (O) or prasance <•i of’
0.5 mM isobtttyl metimytxanthioe (IO3MX) lar LO mio asid timen cyclic
AM? levela measured as ind¡cated ‘si Metitoda. (a) Doae-rCSpoltSC
curves al jodicated ciases of’ baclof’co in time preselice or absence cuí
IBMX. Resulta are expressed as parceolages of’ maximal allecis
(7.2±0.5aoci 6.06±0.34penal cyclic AME’/I0

6 celia lar baclafan st
time presance ar abaenee, respactivaty of’ ¡ BMX) o wimicim basal lcycI¡c
AMPI values (3.85±0.15penol eyclia AMP/IO6 calla in time abseroce
asid 3.6±0.2pmol cyclic AMP/IO’ calla o time presence of 0.5 mM
IBMX) ‘vare aubtraeted. Values are meana 1 s.e.meao al three
iodependent datersnioatioos cacto performed ¡o duplicase.
ECav = 046±20¡CM lo time presence of’ IO3MX aoci 210±47pM jo ¡he
abseoca of ¡ BMX. (U) Carrelation batwaen caiechalamine tCA}
secretion asid cyclic AME’ ayeE risas induced by CIABA» aganosta.
Dala repraseol •/. of variation ayer time carraspondira contraía of’
catecimalam,oa secretion (3.2 ±0.1’!.of total cellular centenO aoci of’
cyclic AMI’ ayala (4.16±0.23penal cyclíe AMP/IO’ celia). Recta
yare fitíed Uy minimuen aquarea asid avere of’ y = 5.08 >< — S.l8~
‘“p’<0.00l. it = 13 (without IBMX): asid y = 0.72 x — liS:

“p’CC).0l, tu = 16 (wiíh IBMX). lo time absence of IBMX r = OC?
aoci o ita presa s~ ca r = 0.96.
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FIgure 7 Eifecl of bactarial toxina os, (a) iníracellular ¡ayala olcyclic
AME’ asid {b) catecholamine (CA) sacretion ¡siducad by badales, sod
lorskolin. CeLOs ‘vare is,cubatad with Locke soluoion (control),
300 sigmí’” oholeuic toxio ar 000 ng ml”’ partuasis laudo br 4 ij al
3’VC. Timeo time triedium waa removed aoci calla iricubated wilt,
normal Locke (E]), 100 ¡ts< baclofen (~) or 1 ¡CM forskalin
~ ) bar 00 miro aoci cyctic AM? avda Ca) or caíecholamisie sacra-

tian (bí measurad. Resulta are meas,s ±semean of theca determina
liana aach ana perfarmad ¡o duplicata. Sigsiificantly difl~rent frotn
time correspondisog cosxtrols wiíhout toxina at .P<O.O5; “RCO.OO
asid ~op~CO.00l.

Drs.g

Tabla 1 Eifect al praincubatiaoi witim lorskolin en
caoechalanuiuie secretion asíd cycl[c AM? layala evoked by
CABA

0 agonisís

.hti,ecetlsdot cydic AMI> Caiechotanítise secreí¡o,t
(proal/LO’ calla) (‘/, al total c.c.)

cimolara toxin (CTX> or pertusais toxio (PTX) lar 4 h asid
timen tIte eñ’ect al CIABA0 agoniata 00 catecimalamitle sacre-
tion aoci intracellular cyclic AME’ ayala determinad.

Figure la aimoys timal time aifect of baclafen os, cyctic AM?
avda ‘vas appraximataly daubled lo calla pretreated wioh
PTX, but ‘vas inimibited by praíreatmant yjtim CTX.
Mareover, pretreaímaoi al calla with E’TX increase Uy 4.5
timas time catecholaminesacretion evoked Uy baclofen but Iha
cifact of bactofan ‘vas rial inimibitad altar pretraatitleOt with
CTX (Figura ib).

Time sama cifacts 00 cyctic AMP levela and catecimolaoiit’oa
sacretion ware shown witim 1 ¡AM forakalin when calla yare
preincubatad ‘viCh PTX but was diiferant when catOs wara
pratreatad with CTX. ¡o time laltar case timare ‘vas a risa jo
intracetlutar ¡avda of cyclic AMI’ aod, as a conSCqUCOcC. an
increase jo catecholaminasacretion (Figure la asid b).

— Fors&’olbu
Control
Baclofan I0O¡tM
l3acIol’as, 500¡AM
3-APE’A 100pM
3-APE’A 500 ¡CM
+ Forskoltn ¡ ¿AM

Cano rol
Baclofen 1001AM
BacIdeo 500pM
3AT’PA l0OflM
3.APPA 500pM

4.43±14
‘6.20±0.09<~~
8.95±0.6t~
8A2 ±0.42~

03,00±o.sr’

25.36±0.97
30.25±0.52
3310±t.97
34.10±0.50~~
38.09±0.98”

2.79±0.10
4.30±0.27~
6.28 ±O.80’~
4.60±O.52~
7.40±l.O4~

6.03±0.47
2.34 ±O.O?~
3.42 ±~
3.08±O.04<’~
2.62±O.OS~

solutian (control) Or
caocesllratiafls in time
forskolio asid timen

CelIa avere inetabatad witlo Locke
CABAa agoniata at lije indicated
abseoca ar presaride of 1 ¡CM
catecimolamifla secration asid [cyct¡c AMl’J~ nicasurad.
Resulta are meana±semean of tUrca duplicase datar-
minatiosís. Sigoiñcanlly diiferaot from time correspauidíng
cositrola (jo time abaence or preseslee of lorskalio) al
•P<0.O5, “¡‘<0.00 asid 1><0.O0l. c.c cetlular
conten o.
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Dísctission

Exocytotic release al catacimolamines ja a ver>’ campiex avant
jo time regulalion of’ wimicim nunlaraus proteina are involvad. A
lew years ago, time aoly receptar clearly lioked to time atimula-
ciar; of’ ube exocy¡oaia of cauecbolamjne in bovina chrosnatlin
calla was nACimR, buí at preaeot, a larga number of orber
receptora are koawo to be able to atimulate catacholamina
secretiao Uy timemselvea or modulate nicatioe-induced sacra-
¿ion (Por a review sea flurgoyne, 1991). Aí prasent, cune al time
moat important ncutrotransmiítera implicated jo tUis regula-
das, a GASA.

CABA lías twa bioding sites jo time adrenal medulla, cimar-
accarired as GABAA asid GASA» recaptors bacause of timair
capacity ta be blockad ‘viCh saturaíing conceníraíjona of’
muscimol or badales,, reapectively and timair senaitivity to
Ca” ions (Castro al aL, 1988). Time luoctiaro al GABAA
receptora has bean clearly astablished (Kataoka el aL, 1986;
Kitayama ci aL, 1986; Castro cl al., 1989). It ja knoyvn thai
stimulatioo al calla by GABAA aganisía depolarizes Iba
cimromafftn calI membrana produciog an increasa jo Ch aflioax
thraugio time CI chanoal asaociated wilto time CAEAA recep-
tar and as a consequenca, a membrana depoiari2at¡on which
culminates jo no locrense ¡o basal catacimolamina secreíioo
(González ca al,, 1992).

Time lu¡íctiao of GASA» receptora jo adranal cíxromafi9o
celta Itas sial bean studied befare, Resulta ir, Ibis papar shaw
bar lima firat time íimat time CIABA» agonista bactofen asid, time
n,así pataní aganisí availtoble, 3-APPA increase basal
catacimolau’oine secration in a doaedepandeot manoer. Time
EC10 al Ibis cifecí was eslimatad za 225±58~JMPor 3-APPA
asid 151 ±35¡CM bar baclolen, respactivaly. Timase dasea are
imigh comparad wittí time conceotrationa al ollíer agonista
needed Ca atimulata 50% of catecimalamine sacretion (.a.
nicotina, muscinial asid histamina haya an FC,~ of .$—lOpM>,
aoci avan higimer timan time ciases requirad la atimulate otimer
GASA» responses io time maenmalian brajo (ja. betwears
lO— lOO ¡CM o CABA» mediatad ioimibitory post-synaptic
paleotiala or hyperpolarizatiosts jo time pyrarnidal calla o! tite
imypacamptoa). l’lawever time>’ are of time sama arder al mag-

as timase requirad to atimulata CABA» responses o
otimer peripimaral tiasues sucim as time inhibition al ilaum peri-
síalais or inhibicion of glutamata, acelylcholina .and
sioradranalina release o time peripimaral nervaus ayatam
(000—300 1AM), altimaugim o alí timase cases CABA» responsas
~vereinimibiíory. Timase fiodioga tagatimer ‘vitim time laco timat
GASA5, responsas oro cimramaffln ccli catecimol»nuina sacretion
reprasaot between 40—50% al timase obíainad witim nicotina at
Cha sama ciases, saem lo suggeat eltimer a low atfinity of
CABA» receptora or time exisíance al a taw otausíber of
CABA» bindiog sites in adreroal meduilary ecHa (Castro u
al., 3988).

Neí¿arsimalaas, In apite al time im¡gim ciases required te
atimulata timase receptora, Ihe GARA»-n,ediated increasa ¡o
catecimolan,ine secration Iroro cbromaflln calía saema ¡o be a
true exocylot¿c arod apeciñc cifaco. Tbk ja supparted Uy time
Itodioga timat (O) timis alad ‘vas accompanied by a dase-
dependaní increase jo [Ca”], measured by Fura-2 rnetimads
(Figure 5») and was atniasí completely bíockad wbcn
catecholamine secretion Uy timase aganiata ‘vas mensurad o a
low Ca’’ -containing madium (200 nM>, (2) GASA0 agoniata
‘vare aUla to release otimar aecretory granular composianta
sucim as DBH ta a similar extení za catactoolaminea asid (3>
¡meir affec¡a ‘vare aUla ¡o be blaelced Uy time speciloc GABA»
aosagooist CGP-35348. wimicim, at a dosa of 0.5 mM inimibitad
Uy 70 ta 100% time agooiat-avaked responses (Figura 2).
Faclofeo. anatimer apecitic CABA0 antagonist, ‘vas unabla ¡O

inhibil CABA» agonisí responsas. Oro time basis al Che pimar-
macological claasil,cation al GASA» receptora cuí liutar &
Nicimatí (1988>, timis ioaensitivity ta Lacloíco cotald mean that
CABA» receptora jo Clic adren& medulla balong te a
presynaptic íype, al¡hougb ¡be finding timat time sama daCa
‘vare obíainad wjth ‘vetO cimaractarized postsynaptic GASA»

receptora (Rustan ea al,, 1990) auggaaís thaI Chis rule may íiat
be univaraally applicable. Faclofeo ma>’ be a ncun-apacillc asad
polerol CABA» antagonist ¡a sorne tiasuas. lo fact rioja com-
pound has beco showo to haya CABA» agooist bebav¡our lo
sorne responsas (Michíer & Erdó, 1989). Timeralore, time
precise natura, pre- ar poat~syoaphic, al adrenal madullary
CABA» recep¿ors remains te be detersiúnad.

lo acidition lo the ajiaco al CABA» agoniata 00 basal
catecholamina secraíjon, stimulaíiou’o of chromaffio celIa Uy
rimase compaunda Mao has an cifecí on time catechalamina
secratior, evoked Uy síACh zoid GABAL agorsista. Wimen celta

preincubarad with CABA» agonisís before olcotine
atidad, timase agonisra strongly inhiblíad oicotine-evokecl
catacimolamísia aecreíion lo a dose-depa¡odeot rnasinar; time
IC~.,s abtained ware cf the sama arder of magnitude za timase
lar actjvatjoo of basal catecholamicie secration (Figure Ja).
Timis inimibiíory eifact was accampanjedUy a reduction in time
lotraceltutar Ca

2 lavela induced by nicotina, resulta whicim
avpport cha hypotimesia of a Crue isiimibi¿ory modulatian al
nACh receptora Lo>’ CABA» anas (Figura 5»). Similar rasulís
were alsa abtajnad bar catecimolamina sacredoro evokad Uy
CIABAA agoroists (Figure 3W and for mercases in [Ca”),
(Figura SU>.

Wjth reapacr to time molecular macloaroiam Uy whicim
CABA» aganista produce tijesa ejiecta iu’u cijromallio calla it
seema lo be madialad Uy time activation of adenylata cyclase
(AC>. TWa conclusion ia supported Uy Cha follawing experi-
mental daCa: (O) GASA» agonisis marease intracalloalar lavela
of cyclic AME’ in a dosa-dependant lashian, ejiecta whicim are
well cerrelated witb ¡rocreasea abíninad jo catachalamine
secretion (Fkgus-e 6). (2) Severa? activatora of AC u well za
forskalio asid cyclic AMP analoguas marease basal catacimol-
amine sacretion isa a dase-depeodeot maronar, a diract carrela-
tion axisting betweao botim pararnatara, intracellular cyclic
AMI’ lavela and caíecimo>amine sacreciost (Osac-Gasqua u al.,
0991). (3) Pretraatmenr of calla wiíim PTX. which Uy ADI’~
ribosylatiaro al G, prateina produces an johibitian of negativa
control of AC, porentiatea cyclic AM? levais and caracho?-
amine secretion induced Uy CABA» agaroista za ‘valí u Uy
lorsicalin (Figure la aoci U>. (4) Pratreatmeot al calla ‘viCh
CTX, which parmanently activatea AC, doca not produce
acidilíanal incrasas jo eitber tija cyclic AM? levela or lo
catecimo)amine secration indueed Uy baclofan.

Time inimibitar>’ actiona cuí GASA» agonista o,> caracho?»-
mine acorchan avoked Uy nicotinic and GABA~ receptora
coufcl also be explaisiad Uy timis mecimaoism. Tbia canclusion
saema ca be suppar¿ed baCh Uy our resulta whicim shaw thai
forskolio and pClp cyclic AMI’ imava a daae-dependent
iohibitory affect on catecimolaruina secretion evokad Uy
nicotina aoci rauscimol (Oaet.Casqua a al., 1991) and Lo>’
ocimer work sbowing thai cyclic AME’. ar aganiau which
activata AC, ma>’ produce ar> inactivatian al nACliR aod
GABAA receptora Uy pimosphorylation (Atbosurqnerque ea al..
0986; Fluganir ev at. 0936; F

1larriaaon & Lamben, 1989:
Leidasiheimer e: al., 1991). I-lawever. alchough CABA»
agoniata seem Co mediata obeir efiecta oo carecholaodoe sacre-
tion Lo>’ a mechanism implicaoing cyclic AMP lormatian, ‘ve
do nat exciude time possibili¿y of iba axjsLance al art addi-
nona? mechaniasn Por Cha action al ¡heaa receptora.

Spacific intaractiasís beíweeo CABA.>. ‘asid CABA8 racep-
tora haya oot beco describad until ver>’ recesití>’ (1-latinar ea
al., 1991>. Cur resulta saem to supporo a apeciñe madulatian
of CABAL receptora Uy ilie CASA» anas, ajote che 1C5«
raquired for inaetivaiiosi of GASAA receptora by CIABA»
agonista was ver>’ mucb amallar Iban Chao raquired los mac-
tivation of oAChR.

[si conclusion, GASA chraugh baum i¡a GABAA aitd
CABA» receptora. saerna ta play an important role itt time
modulation of cimromaifln ccii fuoction and rimarelore, GASA
could be addad to time long liat of sieurotransmittars aod
hormones irnpíicaied a che rnodulatior, of Ibis carnplex func-
tion. Time pimysiologicat sigroiticance of Che resulta presentad
liare ja nol yat koowni. It coo.old be poasible thai janoluopie
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GASA receptora, as well as oACh receprora, play a major
rata jo time initiarion of catecimolamine release ¡u vivo wimile
metabotropia receptora, iocludiog timase for CABA», imave a
more impartant role jo time modulatian al time sacration
evaked Uy iooatropic receptora.

Tlois work was aupported Uy Reaearch CIratita CAM Ct68191 from
Comunidad Autónoma da Madrid and FISS 92/0240 from Fondo de
lnyestigacioOes Sanitarias de ta Seguridad Social al Madrid (Minis-
try of Haaltim, Spain). ita autimora iliarok DA. CIilsaui Por irnprovin&
tija manuscript.
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Abatrací
TIíe OABAA receptor subuíiita expressed jul adranal medulla haya beco cimaracterized Uy radioligand binding asid by inííííttnological

metimocis. Time receptora were pusiñad Uy Uasim benzodiazepina alñnity cimromatogt’apimy aod aííoi-a< 413—429 GAI1A.~ receptor
auitibacly ionníí¡utoalfmnity cimuou’nasograpííy: Timase poepauntiona ~vereacreened Uy irnmtsnablotiing usiog GABA receptor a atubtunit
saqueoca-speciñc antibodias. Resulta aimowed time axisocuica al time a, subuoit. Timus, Clic CIABAA receptora expreaaad ~oadrenal
medulla nra imo¡iagaoeaísa ‘viCh ¡‘especo lo timeir a aubtooit campleoient nod caoaisteíít ~vitimtype IJZí beozodiazepine receptar
pimars’oacology.

Reí’ su’oa’d.~’: GAlIA: GABA~ ‘aceptor; Aduanal oiíecltslla: Benzodiazapine: Cliromaifin calI

y-Amioabrítvric acid (GAI3At time majar inhibitory
naurotraosmitter iíí time vertebrate brain, mediares ocu—
ronal inhibition predominauítly Uy opaniíig a clíloride
chanoicí whicb is integral Co tlíe GABAA receptor. Time
GABAA receptor is time target Lar a vauiety oltherapeutically
important drtogs. wbicim iííchíde tbe beozodiazepines,
barbiturates and naurasteraids (far a raview sae [04]).

Molecular cloniííg al GASA receptor subunir genes
has revealad an extensiva lamil>’ al higimly honiolagaus
polypeptides. Timare are tWa distioict siíbuoit typas. desig-
nated a, fi. y, 6 and p witim dilTereot isoforrns of lotír of
timase e. al-aó. fi~-fi4, y0->’,, P¡-P~ (reviewecl in e.g, [4]).
Caínbinations al llíesa stobunits, as yaC utíkocuwo coas-
sembla, probably as peotameric atructures to constitute
time different fuoctional asid pimarniacalogical properties
al GABAA raceptors o time brain [8],

lo bavine adranal medulla. time preseoca of GABAA
and CASAr, receptora has beco sbowo [2,7J.BaCh types
al raceptors madulata catacimolamine secreticuoí (3~.
GABAA receptar modulation olsecretian a by a mecha-
oism dependaní 00 time membrana potential [6].

*Correapnsidiutg aushor. Fax: (34) (II 5438649

Time ami of time prescoar study ‘vas to cimaracterize Iba
CABAA receptaus axpressad Lo adrenal medula to datar-
mitie it ihis tissue, jo coíítrast lo time graat imetercugeoíeity
fornid o time braisi, expresses a imomogeneotís population
of receptan,

Radiolignod Uinding assays to adrenal medulla mcm-
branes ‘vera performed Uy a polyethylanirnioe metimod as
praviottsly descríbed [5,11]. Bíiefly, membratias (1 mg
protainfml) ‘vera iocubated ‘viCh loo pl of unlabelled
flunitrazepam aod ditTereot concantratiana of [‘H]fluni-
trazapam (85 Ci/mníol> al ~C lar 1 Ii. l3inding was
stopped Uy filtration aud radioactivity ‘vas oíeasured by
acintillation spectroínerry.

Cali cerebral cortex and adrenal madulla ~veraob-
tained frono time local slaughterhotíse and membranas
‘vare preparad as previoxísly described [16).Time GABAA
receptor ‘vas saltíbilized from batEo tísaues ‘viCh 0.5%
<‘vN) sodium deoxychalate lo the presence of pratease
inbibitors aod collacted Uy centrilugation at 000,000 g
lar 75 mio nC 4” C [16]. Receptors were puriflad Uy
Ro 7 1986/1 affioity ebromatagraphy follawed Uy ion-
exchange chraniatograpimy to remave Che aluCian Iigand,
clarazepate (kindly pravidad Uy Boebringer lngelheim,
Erackoell, UK), alias previcuusly described [15].For ad.

0304.3940/94/57.00 C 1994 Elaeviar Scia¡,ce lu’eland Ltd. AH rigimts reservad
55131 03(14-394t¡¡93)E0906-C



244 Al. Paa’j’o,nó,s eral. /Nesa’oscience Le¡aea’s 168 fl994) 243—246

a

.00

30 -

25 -

20 -
ta-

lo-

5—

a
o,

o 5 lO 55 20 25

Flunitrazepan, nM

Fig. 1~ ‘fha binchiuíg of [<l’llflusiitrazepaníso membranas preparad f’rom
bavista adrenal mecisolla. Meníbranes were preparad froni bovina adra-
naO medulla asid (‘l’l]Ounisrazapam Uinding waa carriecl ano Uy a
aíhyleneimisíe ltltrntiost aasay. Time figure aííoyy’s time apecilte saturat así
ca r”a wiolt Clic Scatcimard aoíalyais of’ títia o sIte inaat. Resulta are
meana ±S.E.M of’ timree experimanta perlarmed isí duplicase. Tlíe
Scatchard píos ‘vas asialysad U~’ LIGANID ‘vimicim gaye a beso fis al a
single líigh-alltstity site witim K~ = 4±0.6nM; B,,~, 27±3fmolloíg
prolei lo.

renal medtílla. 40 g wet waigimt tissue was usad lar aacb
pto rificat ion.

CAEAA receptais ~veí’apurifiad fu’ono sodium de-
oxycholate extrticts of bovina adrenal medulla (20 g wet
~veighttissua) Uy immuooaffinity chronoa tagrapimy usiog
a sheep anti-CABAA receptora1 413—429 subunit anti-
body affinity’ caluíion [5].

So as Co verify tha abseoca of cross-caotamination
~s’itli brain tisana, aflioity columna ~varel)ra—altltad ow’ice
~vithclorazepare (Ro 7 1986/1 columo) oo aluCian bullar
(anti-GAI3AA receptor a1 413—429 subunit antibod>’ al’-
floil>’ calunon) [5].

lrnmunoblottiog ~vas carriad out ir 10% paly-
ací’ylamida slab gala undar reducing nod deoaturing con-
ditiaíia, transferrad Ca nitrocallulosa matubranas attd
with aflinioy-purifiad asti-CABA receptor subunit-spe-
cific aíitibodias. CAI3AA receptar seqttence-cliracted aíi-
ribodies ~vereraisad, characterized and purifiad cun time
respective papuda-CH Seploarosa 4B affinity calumns, as
praviously described [II].

Antigao-aotibody rcactions wera visualizad by Che
harseíadish peroxidasa-linked wbole antibady lollowed
Uy Che ECL detection syatem (Amersham lot.) [5].The
specificity of [ha jmmínune reaction was demonstrated
Uy prior incubation of time aotibody ovarniglit aC 4

0C
wimh Che corresponding peptide timat was usad for animal
tmnmunizatiosi.

Specific beozodiazepina bisiding to membranas pra-
pared from bovina adrenal medulla was observad with
[3Hjfiuoitrazepanoas time radioligand. Spaciflc binding
was linear with proíaio. Scatchard analyais of time satura-
tian curva simawed a single imigim affinity site witb

= 4 ±0.6 nM and .B~_ = 27 + 3 fmol rH]flunitraze-
pam binding sitas/mg protein (n = 6> (Fig. 1). Timis Kd has

rhe sama arder of magnitude to that obtaiíiad in previana
atudies Uy Kataaka CC al. [7].

Sodium deoxycimalata solubilized specific [3Hffluoi-
trazepam bisiding sites btu Iba yiald ~vaslow. A íypical
value jo a detergent axrract of adranal soedulla mem-
branas was 310±specific dpír ineasurad at 2 nM
[‘H]fiunitrazapamn final eonceu1tratioo. This corre-
sponded to 12 fmol/nig of pratain ~vitIiso asaumad

= 4 nM, as aboye.
Iii initial experinoents, ínembraíies preparad from bo-

vine adrenal madulla were sareened lar time expression of
GABAA receptar subunita by immunoblauing usiog a
panal of ant i-GABAA receptor subunit-spacific antibod-
íes. However, no clear immunoreactive bands were ob-
tained. Timerefore, despite time low coíicentratian of
CABAA receptors presení jo tba sodiuni daoxycimolate
extracta, time purificatian of timase proteios was carried
aul Uy Ro 7 1986/1 afliniry chramatography to attampt
to iíicrease Che seíísitivity of detectian br (he ini-
munoblota. Tha lon-exahange clíromawgraphy Iractiona
obíainad aC time aud of time standard isolation procedure
ware assayed far apacifla [31-1]fiunitrazepanibioding sites
however, no activiíy was datactabla. The sama fractians
were analysed by imíuunoblotting usiog art anti-GABA
receptor a¡ 413—429 subunit-specific antibody. Time re-
sults are shosvn in Fig. 2 wimere it can be sean timat oow
attti-a

0 413—429 imnnooareactiviiy was detactable jo ion-
excítange fractiotos 2-4 (lares 3—5). The irnmunoreactive
band imad a M, 53,000 and it was coiocideot with <he al
subuttit prescot in preparaticuns of OABAArecaptors isa-
atad Iraní bovina cerebral cortax (Fig, 2, laííe 1). Note

timat no a1 subunlí isnrnunareacoivity was detectable jo

2. 2 3 4 5 6 7 8 9
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Fig. 2. Clxaracterization Uy imrnuooblottitig of time CABA, receptora
p¡urif’íad Irosí bovina adrenal medulla by banzodiazepina affioity
chroiuatagraphy. OABAA receptora were puriñed from adranal me-
dutía Uy aodiuun daoxycimolata axtraction, Ra? 1986/1 affisiitychroma-
oogrnpimy loltoyyad Uy jon-excimanga chromatography. Time ion-ex-
cimauíge elutad Iractiana C50 pl) ‘vare precipitated asid aoalysed Uy ini-
rnusioblntling usirg anti~a, 403-429 CABA, receptar soíbunit antibody
(5,nglrnl). Lame lis puriflad receptar lrom adulo bov[s,e cerebral corlax
as cautírol. Lanas 2009 are iaui.excliasige Iraesiona of adrasial medulla
purilsed CABA, receptar itt ordar of callection. Matecular weiglits
(kD¡o) are abono oro time alt.
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Fig. 3’ Clíaractarizatian Uy immunoblotting al time GABAA receptOra
purifled Iran, bovina adrenal medulla by anti-a~ 413—429 aotibady
immunoaf)lniíy chrooíatography. GABAA receptora “‘are purilied
from adrenal medulla by sadium daoxycholaia axtractian asid anti-u5
413—429 GABAA receptar antibody affinity chran,atography. Time pH
11.5 eluted Iractiona (5tO pl) ‘vare precipitated aoci asialyaed Uy im-
snusioblotoing usiuig anti-a5 413—429 GAlIA,, receptar aubunit antibod-
ica (5 ng/mí). Unoa O is purifiad receptar fron, nciutt Uo~’ine cerebral
corsex sos control. Lastes 2 Co 9 are Iractiana ofadrenal medulla in,mu-
noafftoity purilted recepsar in arder al callacojon. MolecuLar weigimts
(kfla) are ahown on time alt.

control samplas wliera time Ro 7 1986/1 alfinity calumo
~vaapreelutad with clarazepate.

To confirm time presence of a0 subunit lii adrenal ma-
dulía, GAHAAreceptora xvere purifiad by an alternativa
metimod of anti-GABAA receptar at 413—429 antibod>’
irnmunoaffinity chí’omatograpimy [II]. Timjs procedura
has time advantaga timat isolatian is not dapendeor 00 Cha
retention al Iigand binding activity in datargeot sahítian
wimare loas of Uinding sitas causad by detergeí~t denatura-
flan imas beco simown so accur [16].Timus timis trethad rnay
give no increasad yiald of puriflad raceptors which ínay
be importaot lar time datection of arher CIABA, receptar
stíbunits (sea belaw). As for time CABA, receptora puri-
fiad Uy banZodiazepina affioity cimrornatography Irono
adranal madulla membranas, timare xvas no detectabla
spaciloc [‘H]fiuoitrazepasiibinding activity in time frac-
liana alistad from time antibady afflnily colurnn. How-
ayer, aoalysis of time Iractiona Uy ioomuooblatting using
anti-a5 413—429 anoibodias showed immunoreactivity in
Iractiona 2—8 witim time peak in fractiona 2—5 (Fig. 3, lanas
3—5). Time iínmunaraactive Uaod liad a M, of 53,000 and
it was caincidant witim time a5 aubrínir prasent o receptor
preparatiana puriflad Uy benzodiazepina affinity chrom-
atograpimy froro bo~’ina cerebral cartex (Fig. 3, lane 1).
Time apecificity of time immuooblotting experimanta ‘vas
demanstrarad far baCh time purified praparationa by iba
praincubation of time antibody usad far time immunablot-
ting witim time respective peptida usad as anrigen. Pre-
incubation inhibitad canopletely time signal abtainad jo
immuooblots lar botim preparationa (Fig. 4. lanas 4—5),
Nota that 00 aoti-a5 413—429 antibady inomunaraactivity
was detectad in pre-aluted fractiana frorn time antibady
affinity calumo.

Time fractiona containing the a0 413—429 subunjt lar-
munoreactivity fram botli purified praparationa werc
poalad and sareened Lar iínnuínoraactivity ~vií1xanti-Cys
«2414—424, anti-Cys a~ 454—467, aori-a5 ¡—16 Cys and
anti-a6 1—15 Cys afhnity-purifled antihadies. No datada-
ble signais were obrained ira irníuunoblots (resulta nat
sliown).

Timase resulta cancísr witim timase of [17] wlía fcuund Uy
Nortliarn blatting ~ hut not a2 or a~ CIABA, receptor
síobunit mRNAin bovina adrenal medulla. Yrnar at al.
[17] alsa found mRNAsfor fi5, fi2 and fi, subunita, and
additicunally, timis group isalated Cha y~ cUNA initially
frotn a bovina adrenal medulla cUNA library (12]. TIte
presence of a fi and 72 subrauíit togeiher witlí time a~ stíb-
unit is cansisteot with batlo time beozadiaZepine radioli-
gand binding properties found in adrenal medulla [7, aíid
ibis study] aííd time lunetjottal affects of banzodiazepines
and fi-carbalinas cun CABA,, receptora of abromaifin
celis [l0,1j. l’relirniííary siudies usiuíg a fl4fl, CABA,

1 2 3 4 5

97— ~ktt
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al al+P
Fig. 4. Denoasiatration of Iba spccilicity of time imrnwnablattitig axperi-
masita, luínouocublots of CABA, receptors purified Lo>’ baCh benzodiaz-
apine aflinil>’ chromatography -aoci au,ti-a1 413—129 CABA,, receptor
antibod>’ imrnunoafllnity clirarna’scsgraphy “‘era carried mit uaiulg citíter
ansi-a1 413-429 CABA receptor arsibodyalone(~,> orasiti-~u 4l3~429
CIABA receptor antibod>’ preincub:íted oo¿arstigho itt Lime presesoce of a,

413—429 papuda (1.25 pg/tnl finitO cotocenlratioul) {~5+P) to slsow time
spedflcity cuí time inmune reaction. bine O corot-ajos banzodhozepina
altosíity chramatography puriñed receptor froslí adutí bovina cerebral
cortax as arttigen control. Lanas 2 to 5 are receptor purU3ed Iroin
ssdrau,al occiouíla Uy beozodiazepina amnis>’ colunin cliromatograplí>’
(latieaand 4) aodbyanti-GAIIA recaplosa5 413—429 antibodyaftiííity
eimrounaoograpimy (lanas 3 aticO 5). Stolecul’.or ~vaighls(kfla> are sloow’si
00 tIte alt.
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INTRODUCTION

y-Arrinobutyric acid (GASA), time major inhibitory neurotransmitter lo time Central
Nervaus Systern (CNS), is alsa presant in several peripimera] tissues, where it has a fboctional
f’ole o Che regulatían of muscle contraction Of’ hormonal secretion (for a review, see Taroaka
& Taoiyama, 1 992).

Chromafftn celís froto adrenal medulla are considered to be typical post-synaptic
caíecholaminergic neuf’ons, because they have severa! embryologicaJ, strucíurai, and
frmoctional properties jo cammoo with catecholaminergic reurons from brain. Uke neurons,
timase cel]s originate from neural crest, a tissue of ectodermic origin, aoci possess secretor>’
vesicles, le., time chíamaifon granules. Timase graoules synthesize, siore, and release
catecholamínes (CAs) aoci a number of neuropeptídes to ihe bleod by calcíum-depeodent
exocytoflc mechanísms

CA secrerion ja a procesa physio>ogicaily stimulated by acetylcholine (ACYI), released
fram splanchnic nerves wimich supply ihe adíenal medulla. When ACh biods to nicatinic
f’eceptof’s loC~ted 00 Che plaso1a membf’ane of chromaffoo celis, it induces art cnt!->’ of Na~
timrough receptor-assaciated N’at cimanneis wimich depolarizes time celis ant] allows time
activation of voltage-depeodení Ca2~ channeis. Time subsequent Ca2~ eootry triggers time
extrusion of Che CA granule cooteot Co time extracellular space (Douglas, 1968).

However, time recent ideotification of several neuratransmitlers in chroíraflin celís. such
as oploid peptides, substance Y, sornatostatio, vasoachive intestinal pepdde, histamina,
angiotensin, neuropeptide Y, aurial naíriureuic pepuide, and GA.BA <for a review, see
Burgoyne, 1991)> suggesís a niara complex picture a? CA secretion by ebrornaifmn celís,
since. togetimer with oicotinic .ACh (nACh) receptois, ihese neurotranslooittels could act as
pim\’sIsiQical modulaíors nf C.-\ stt’ret¡{’r



In relation to GABA regulationof chromaffon ceIl seoretion,previouswork by cur
group hasdemonstratedthe presenceof ah enzymesimplicatedlii GABA metabolismin dic
bovine adrenalmedulla (Fernández-Rarnilet a]., 1982; 1983) asweIl as the existenceof art
active uptake(Oset-Gasque& Aunis, 1989),and exocytoticreleaseof this neurotransmitter
(Oset-Gasqueet al., 1990).Moreover, dicpresenceof thetwo subtypesof GABA receptors,
one sensitiveto muscimol (GABAA) and the other insensitivete muscimol but sensitiveto

baclofen (GABA5) hasalso beendescribed(Castro et a!, 1988), both having a role lii the
reguiationofCA secretionby chromaff¡ncefls (Figure 1),

CAs

Figure 1. In adrenal cimrornafftn celís, alí eozyrnes implicated in GASAmetabolism (GAL), CiABA-T and
SSADH) are present. CABA is relcased by twa meohanism, ano calcium-dependeot (exocytotic release) aud
otlier calcjum-indepandeíit ant] sodiuíu-dependent (inversión of CABA carrier). Both types of CABA
receptors (GABAA ant] CABA8) exiat, wbiclx modulate CA secretion. lii adddition to that, otimer receptora of

different neurotransrnitter systems are present in time plasma membrane (seo text). GABA-T, 4-
aminobutyrata-2-axoglutarate arnioiatransferase; SSADH, scmialdehydesuccinieacid deimydrogenase;GAL?,

glutamata decarboxylase; SSA, succinie semialdehyde; SA, suceinio acid; CIta, glutamate.

In this review WC presentaur recentresultsconcerning GABAergie niodulationof CA
secretionin ebromaflin celís explainig the mechanismsby which both, lonotropio GABAA
and metabotropieGABA5 reeeptorsexertsucha regulator>’ action.

COEXISTENCEOFGABAA AND GABAR RECEPTORSff4 ADRENAL MEDULLA
MEMBRANES

The first evidenceshowing the possibihity that adrena] medulla containsreceptorafor
GABA was obtained by Kataoka et al. (1984), who found binding of [

3H]muscimolte



cl-orornafftn celís in culture, and by Martínez et al. (1987), who observed that binding of
[3HJGABAwas speciftcally displacedby muscimoland (-)-baclofen.Theseresultssuggested
thattheadrenalmedullacontainedboth GABAÁ and GASA

3 receptora.Castroet al. (1988)
showedthat speciftcbinding of [

3H]GABAte adrenalmeduflamembraneswasbiphasic,as
reflected in the curved Scatchardplot, with a !ow and a high afflnity component.Tbese
binding sites were speciftcally blocked by treatment with muscimol (10w afftnity) and
baclofen (high afftnity), respectively, indieating the existence of GABAA low affinity
bindingsites and GABA~ high afftnity binding sites.Computer-assisted analysisof data from
blockade and nonblockade experiments gaye kinetic constantsof Kdrl39±22nM and
Bmax=3 2±0.4pmol/mg protein for GABAA sites of low afflnity and Kd

2=41~6 nM and
Bmax=0 35~0.26 pmol/mg protein for theGABAB sitesof high affmity.

Ihe existenceof both sites was confirmed by experiments on calcium-sensitivityof
binding. Speciftc [

3H]GABAbindingobtairedafier muscimol blockade(GABAB sites),was
enhancedwhen Ca2+was addedto the incubationmedium, the effect reachingits maximum
level at a Ca2~concentrationof! mM; however,[3H]GABAbinding obtainedafier blockade
with (-)-baclofen (GABAA sites ) was not signifteantly modified by Ca2~ ions until 1 mM
(Castro et al., 1988).

FUNCTION AND MECIIANISM OF ACTION OF GABAÁ RECEPTORS IN
BOVINE CHROMAFFIN CELLS

Sangiah et al. (1974) reported for the ftrst time that GASA caused release of CAs froni
isolated perfúsed bovine adrenais. Kitayama et al. (1984) found that GASA produced CA
release from isolated perfbsed dog adrenais, this procesa being Ca2+.dependent and
independent of external Na+ and CI-.

According to our results on bovine ebromaifin celis (Castro et aL, 1989), CABA
atimulates basal CA release from diese celís in a concentration-dependent manner, Ibis
release representsabout 70 % of that obtainedby the same doses of nicotine under similar
experimental conditions. Time fact diaL GASA stimulatesbasalCA releaseand that this
stimulation can be mimicked by muscimol, a GARAA agonist, and partialí>’ blocked by
bicuculline, a GABAA antagonist, indicates that timÉ action is mediated in pan by GA.BAA
receptors,Ihe EC

50 for time effect of GASA an basa! CA secretion was 7.2±1.1pM, which
is well in unewith CABA cencentations necessaryto stimulate time GABAA receptorin brain
preparations in vitro (Ailan & Harris, 1986).

Time CA release elicited by CABA was Ca
2~-dependent and was inhibited in time absence

of Ca2~ in time extracellular medium and by blockers of time L-type of voltage-dependent
calcium channeis, such as nifedipine and CcI2~, but not by blockers of time T-type voltage-
dependentcalcium channeis, sucio asNi2~ (Castroet al,, 1989).This patternof inhibition is lii
agreementwith time known pathwaysfor Ca2+ entry into chromaffin celís (Ladona et aL,
1987). In addition, GASA and muscimol increased time intracelluar concentration of Ca2+
([Ca2fli), as measured by fluorescent probe Fura-2AM. Timis marease was specifically
blockedby time GABAA antagonistbicucullineandtime calcium channe!blockernifedipine.

Timeseresultssuggestthat GAflA evokes CA secretion in chromafftn celís by producing
a depolarization due, maybe,to an increase in time membraneconductanceto Cl-, as occurs
when time neurotransmitterbinds to its speciftc site on dic GASA receptor/Ck channel
complexin brain. Qur resoalts about Ch fluxes measured by twa independentmethods,36C1



uptakc and SPQfluorescenceprobes showed that muscimol inducesan increase in the efflux
of C1 fi-orn celís in culture. This effect was blocked by picrotoxin, a speeificblocker of the
C1 channel associated with the GABAA receptor (González et al., 1992).

In addition to the GASA effect on the basal CA secretion,GABA, through its GABAA
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 el al., 1989). This is also írue in the case of KCI-evoked CA secretionby
chromaffsn celis. Ihus, at low concerotration ofKCI (between 5 and 15 mM) the effect of
muscirnol is excitatory but al higher coneentrations the efYect is inhibitory (González et al.,
1992).

a) b)

CI CI

>1

E0orE,,,<Ec¡ Em>BcI
Gel! depolarization Cdlhyperpolarizatiofl
Silmulation ofCA secrelion Inhi’bznon ofCA secretion

Figure 2. (a) When GA.BA is bound Co its GA.BAA receptoriíi chromaffio celís al resting membrana

patantial (E0) or at a E01 be1a~v Eco (E01= -51±2.1mV) a Ch-effiux is produced ant], as colosequence, a
membranadepolarization and a stimularion of CA releaseoccttr. (b) By contrast, if ciorornaifin celis are
depolarized,presentinga Em aboye Ecí (experinieotaly achieved by silmulation with high ¡CCI or nicotine

concentrations), GABA causes a CL-jnfllux aud, as a result, a membrane hyperpolarizatiOfl aud an inhibition
of CA secration.

These apparent eontradictory effects could be explainedby 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 Ch (González et al., 1992).
At membrane potentials lower than time equilibrium potential for Ch (in our study -51±2,1
mV), muscimol induced a depolarization of chromaffln celís and, consequently, a stimulatory
effect on CA secretion. Maximal stimulation was obíained when muscimol effect was assayed
at resting conditions (in our study time resting membrane potential (E0) was about -65 mV).
However, when celis were stimulated by muscimol at membrane potentials greater than the
equilibriumpotential for Cl (obtained by high KO or nicotine concentrations), the effect of
Ihe GABAA agonist was inhibitory (Gonzálezel al., 1992) (Figure 2).



FUNCTION AND MECHIANISM OF ACTION OF GABA3 RECEPTORS 114
BOVINE CHROMAFFIN CELLS

GABAB agonists modu¡atebasal and nACh sund GABAÁ~receptor~st¡muIatedCA
secretion

Ihe tbnction of GABA8 receptorsin adrenalchromafftn celis has not beenstudied
before. Our resultsshowfor the ftrst time that the GABAB agonist baclofenand the most
potent agonistavailable, 3-AIPPA mercasebasalCA secretionin a dose-dependentrnanner
~EC50225~58j.tM for 3-APPA and 151±35 }sM for baclofen, respectively), this effect
representingbetween40-50 % of that obtainedwith nicotine at the samedoses.
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GABA8 effect on CA secretionseenisto bea trueexocytoticami speciftcrelease,This
is supportedby the flndings that:

(1) It was accompaniedby a dose-dependentincreasein [Ca
2~’Ji, with a EC

50’=25±6

hM and60±10~tMfor 3-APPA ami baclofen,repectively.Maximal increasesin [Ca
2~Ji are

shownin Figure 5. The effect was almost completelybiockedwhen CA secretionby these
agonistswas measured in a Iow Ca2+~containingmedium(200nM).

(2) GAnA
8 agonistsdepolarizethecelis ti>’ increasingmembranepotential in a speciflc

form, sincethe effect was blockedby thespeciftcantagonistCGP35348(Figure3A).
(3) ciABA8 agonists were able to release other secretor>’ granular componenís such as

DBH to a similar extent as CAs, and
(4) Their effectsare blocked by the specificantagonist CGP 35348, which at dose 0.5

mM inhibited 70 % to 100% the agonist-evoked responses.

In addition to the effeet of ciABA8 agonists on basa] CA secretion, stimulation of
ehromafftn celísby these compounds also has an effect on the CA secretion evoked ti>’ nACh
and GAiBAA agonista.When celísare preincubated with ciABA8 agonists before nicotine is
added, these agonists strongly inhibit nicotine-evoked CA secretion in a dose-dependent
manner, Ihe 1C50 are of tbe same order of magnitudethan those lér activation of basal CA
secretion (354±98pM for baclofen ami 240±59gM for 3-APPA). This inhibitory effect was
accompained by a reduction of the inerease of [Ca

2~Ji(Oset-Gasque et al., 1993) and
membrane potential induced by nicotine (Figure 3B), results whioh support the hypothesis of
a true inhibitory moduladonof nACh reeeptors by ciABA

8 ones. Similar results were
otitained for CA secretion evoked by GAIBAA agonists(1C50=45±9i.xM for baclofen and
21±7gM for 3-APPA) as welll as for increasesin [Ca

2fli (Oset-Gasqueet aL, 1993) aid in
membrane potential (Figure 3C).

GABA
8 agonists mareaseeAMP leveís

The molecular mechanism by which GASA8 agonists modulate CA secretion in
chromaffin celís seení to be tnediated by the activation of the adenylate cyc[ase (AC). This
conelusion is supported by the following experimental dala:

(1) ciABA8 agonists increase intracellular levejs of cyclic AMP (cAMP) in a dose-
dependent fashion, effectswhich are well correlated with increases obtained lii CA secretion
(Figure4).

(2) Several activaíors of AC including forskolin as welI as cAMP analogues (pCIp-
cAIvIiP) marease basal CA secredon iri a dose-dependent manner,a direct correlation existing
between both parameters, intracellular cAMP levels and CA seol-etion (Oset-Gasque et al.,
1991)

(3) Pretreatmentof celís with Pertussistoxin, which produces an inhibition of negative
control of AC by ADP-ribosylation of cii proteins , potentiates by 2 times cAMIP levels and
4.5 times CA secretion induced by ciABA8 agonists (Oset-’Gasque et al., 1993).

(4) Pretreatmentof celis with Cholerie toxin, which permanently activate AC, doesnot
produce additionaL increasesin either the cAMIP levels or in the CA secretioninduced by
baclofen, indicatingtheactivation ofacommon intracellular target, theOsprotein.
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Ihe inhibitory actfonsof GA.RAB agonistaon CA secretionevofred by nicotinio and
GABAA receptoracould also be exp]ainedby tbk mechanism.Ihis conclusionseemsto be
supportedby both resultswhich show tliat forskolin and pClp-eAitvlP havea dose-dependent
ínhibitory effect on CA secretionevoked by nicotine and muscimol (Oset-ciasqueeL al,,
1991) and by others showing that cAMP or agonista that act¡vate AC may produce an
inactivation of nACh and GAEAA receptorby phosphorylation(AJburquerqueet al., 1986;
Huganir eL al., 1986; Harrison & Lambert, 1989; Leidenheimeret al., 199]). However,
although ciABA8 agonistsseemto mediatetheir effectsen CA secretion by a mechanism
implicating cAMP formation, we do not excludethe possibUityof theexistenceof additional
mechanismsfor theactionof thesereceptora(seebelow).

CABA8 agonistsmobilizecalcium from intracellularstoressund mercaseIP3 levels in
cbromaffin celia

In orderto determinethe origin of [Ca
24Jiincreasedby GASA

8 agonistawe measured
the mobilization of calcium in responseto ciABA8 agonist stimulation under different
conditiona,which are dic absenceof extracellularcalcium or theblockadeof different types
of voltage-dependetaealcium channeiswith apecifieantagonista.Resultsfrom Figure 5 shaw
that theabsenceof calcium in the extracellularmediumor ita chelationby addifionof BOTA
reduces[Ca

2+]iincreaseby GABAB agonistain about a70 %. The sameresultwas obtained
by speciftcblockadeof L-type voltage-dependentcalcium channelswith nifedipine, while o-
conotoxin, a apeciflcblockerof N-type calcium channeisdid net produceany inhibition of
caleium entry. TheseresultaseemLo indicate that the 70 % of [Ca2~]imorcaseproducedby
ciABA

8 agonistacome from extracellularpools, but suggestthat an additional mobilization
of intracellularcalcium poolscould 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 GABAB agonists in an extracellular
calcium-free medium previous depletion of caifeine and 1P3-sensitivestores. In these
conditions, ciABAD agonistswere unable to producean>’ increasein [Ca

2+]i.Moreover,
afier caifeine pretreatmentalone,3-APPA was able to induce a little mareaseof [Ca2+]i
(Parrarnónet al., paper in preparation).Secondí>’,we examinedwhether GABAu agoniats
stimulate phospholopaseC to produce IP

3. GABAB agonista causea signiftcant dose-
dependentincrease in IP3 leveis, reaching maximal effects at 100 hM concentration
(Parramónet al., paperin preparation).

Taken together, results fron-i intracellular calcium niobilization and IP3 levela
demonstratethat in additionto a ver>’ high extracellularcalcium entry (70 %) mainly through
L-type voltage-dependentcalcium ehannel, Ihere is an additional intracellular caleium
mobilization, which could be implicated in the regulation of the GABAB evoked CA
secretion (Figure 6). Ihis contribution ja minoritary and non-apeciflesincein Ihe abaenceof
extracellular calcium although a little CA seeretion exista, it ja not dose-dependent.
Moreover,thecorrelationbetweenCA secretion in thepresenceof calcium and IP3 levels is
not atatiaticalí>’signiflcant(Figure4).
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CONCLUDING REMARKS

The aboye results demonstrate that CABA, when binda to G’ARAA and ciABA8
reeeptorsen the plasma membrane of chromaffin celia, can modulateboth basal and evoked
CA secretion,enhancingbasal CA aecretiori andinhibitmng secretagogue-evoked release.

The effect of GABAx. medulation of CA secretionby chromaffin celIa dependa on the
membranepetential, being depolarizing,exaitatory,or hyperpolarizing,mnhmbitory, depending
on the degreeof changein themembranepotentialproducedby thestimulatoryagent,below
or aboye the equilibrium potential for Ci (Figure 2). Theae opposite acimona couLd be
medmatedby an increasein the efflux or influx of Cl- through CV channel, respective

1>’.Ihe
intermediateposmtion of theEcl playaa cmcial role in thedual effect ofGABAA receptoraen
the control of the CA releaae on basal canditiena. The openingofCi- channels depolarize the
celis towards E

01, but if the openmngcoincideswith a atmmulua depolarizingthe membrane
aboye the E01, this action will be dampenedby the increasedpermeability te C1, and a
relative inhibition will be obtained.

e

Figure 6. GABA8 receptor activation produces an apaning of L-type volt.age-dependentcalcium cloannels

diaL is about twa thirdsthe total [Ca
2~’]iinducedby thesa agonists. This [Ca2~]i is the responsibleof st least

70 % of GABA
11-evokedCA sacretion.GABAB agonista produce also a caicium releasefrom intracellrsíar

stores.Moreover,GABAB agonistsproducean increaseof cAlvfP leveis.SincecAlví? hassimilarcifecis ayer

[Ca
2~]i and subsequantCA sacretion,we could hypotliesize that cAl*ff is dic main second messengar

involvad in GABA
8 receptor 1~unction in chromaffin celís. Similar effects on Ca

2”’, ¡P3 and CA secretiatohas
been observad witb PACA? (Pituitary Adenytate-Cyclasa-ActivatingPolypeptide) in porcina adrenal

medullarychromaflincelis (Isobeet al., 1993).
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cIAIBA8 receptorsmediate CA secretmonby a eompletelydifferent mechanism(Figure
6). ciABA8 receptorstimulation producesan mercaseof calcium entry frem extracellular
apacema¡nly through the L-type of voltage-dependentcaícium channela(70 %) but also
mobilizecalcium from intracellularstores(30 %). Moreover,ciABA8 stimulationpresumibí>’
activatesAC audPLC producingcAMP andIP3, respectivel>’.Since(1) in the caseof cAMP
a direct correlation with CA ‘secretion exists but the correlation between IP3 and CA
secretionma not smgniflcant, and (2> in the absenceof extracellularcalcium, although a little
secretEenofCA exista, it is not dose-dependent,we canhipothesmzethat both, calcmumentry
fromn extracellularmedium and cAMP mesaengersyatemare two main signalling cascades
which triggerGABA8-atirnulatienofCA secretion.IP3 productioncould be secundaryte the
calcium-dependentactivationofPLC (Parramónet al., paperin preparation).

Moreover, cAMP can phoaphorylatenACh and GABAA receptora, producing an
inhibitory control of their actienson CA secretion. GABAA and GASA8 receptorscould
interacteachotheriii order te regulateCA aecretmon.In fact, our resultaseemto supporta
speciftemodulationof GABAA receptoraby CABA8 enes,sincethe 1C50 for the inhibition
of GABAA receptor action by CABA8 agoniats was very much amaller than that for
inhibition ofnACh receptoraction(Oset-Gasqueet al., 1993).

In conclusion,CABA throughboth ita GABAA and GASA8 receptora,seemate play
an importantrole in dic modulatienof obremaifinceil flinetion anftherefore,CABA could be
addedte thelong liat of neuretransmittersand hormonesimplicated in themodulationofthis
complexflinetion. The physiological significanceof the resultspresentedhere is not known
yet. It could be peasiblethat ionotropicGABAA receptora,aswell Es nACh receptors,pía>’ a
major role in the initiatien of CA releasefi, vivo while nietabotropioreceptora,inc!uding
thosefor ciABA8, have a more importantrole in themodulationof the secretienevokedby
lonotrepioreceptora.
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