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1.- LA MEDULA ADRENAL Y EL PROCESO SECRETOR

1.1.- LA GLANDULA ADRENAL Y LAS CATECOLAMINAS.

La glándula suprarrenal consta de dos regiones bien
diferenciadas: la corteza y la médula. La corteza suprarrenal secreta
un grupo de hormonas llamadas corticosteroides, todas ellas
sintetizadas a partir del colesterol. Hay dos tipos principales de
corticosteroides, los míneralocorticoides, que actúan

fundamentalmente sobre los electrolitos de los líquidos
extracelulares(sodio, potasio y cloruro) y los glucocorticoides (por
ejemplo el cortisol) con distintos efectos en el metabolismo de los
lípidos, proteínas e hidratos de carbono. La corteza suprarrenal
secreta también hormonas sexuales (andrógenos).

La médula suprarrenal está constituida por las células
cromafines, denominadasasí por su afinidad por las sales de cromo,
con las que se tiñen. En estas células se sintetizan y almacenanlas
catecolaminas, que eventualmente se liberan al torrente
circulatorio. Estas son la adrenalina, la noradrenalinay la dopamina
que se secretan en cantidadesque varían mucho de una especie a
otra; en concreto para el hombre la proporción es aproximadamente
de un 20% de noradrenalina, un 80% de adrenalina, siendo la
dopamina muy baja.

La médula adrenal está inervada por fibras colinérgicas que

proceden directamentede la médula espinal. La estimulación de los
nervios simpáticos trae como consecuenciaque las catecolaminas
liberadas a la sangre se repartan por todos los tejidos, uniéndose a
los receptores adrenérgicos de los distintos órganos diana. La
descarga simpática masiva prepara al organismo para desarrollar
una actividad física enérgica a través de una serie de cambios
adaptativos entre los que se encuentran: aumento de la presión
arterial, aumento del riego sanguíneo en músculos activos y
disminución de éste en los órganos que no son requeridospara una
actividad rápida, aumento del metabolismo celular en todo el
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cuerpo, aumento de la concentración de glucosa en la sangre;
aumento de la glucolisis muscular; aumento de la actividad mental
y aumento de la coagulación sanguinea. Esta serie de eventos

constituye la denominadareacción de alarma simpática por la cual
el individuo puede desarrollar una actividad física más intensa en
un momento determinado.

La síntesis de las catecolaminasse inicia desde un aminoácido
precursorque se encuentraen la sangre, la tirosina. Esta es captada

por la célula y transformadaen 3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA)
por la enzima tirosina hidroxilasa, que es muy específicay limitante
en la síntesis de catecolaminas. Esta enzima requiere oxígeno
molecular, hierro y el coenzima pteridina. El producto final, la
noradrenalinacitosólica, inhibe a este enzima. Este es el paso más
lento de toda la síntesis. La L-DOPA se transforma rápidamenteen

dopamina por obra de la dihidroxifenilalanina descarboxilasa
(DOPA-descarboxilasa).La dopamina así generadaes captada por
los gránulos y origina noradrenalina merced a la dopamina B -

hidroxilasa (DBH). La DBH requiere oxígeno molecular y ácido
ascórbico y el cobre actúa como cofactor. En las células cromafines
adrenérgicas, Ja noradrenalina se transforma en el citosol en
adrenalina por la feniletanolamina N-metiltransferasa(PNMT). Esta
catecolamina es captada en muy alta proporción por las vesículas.
La PNMT es regulada por las hormonascorticales.

Las catecolaminasse encuentran almacenadasen el interior de

los gránulos cromafines. La ATPasa Mg2+~dependiente de la
membrana del gránulo actúa como una bomba de protones que
forma un gradiente de pH esencial en la captación de estas
moléculas desde el citosol. Las catecolaminasse encuentranen las
vesículas acompañadasde varios otros compuestos:proteínas como

las cromograninas,neuropéptidoscomo las encefalinas, nucleótidos,
Ca2+, DBH, ácido ascórbico. La membranagranular tiene a su vez,
DBH, Mg2~ATPasa. citocromo b

561, actina, fosfolipidos, colesterol y
mucopolisacáridos(Wi nkler y Westhead, 1980).

8



1.2.- LA CELULA CROMAFIN COMO MODELO DE
PARANEURONA

La médula adrenal puede ser utilizada como modelo
experimental para el estudio del funcionamiento de las células
nerviosas, dado que las células cromafines son paraneuronas,es

decir, células no consideradas neuronas pero que se encuentran
relacionadas con éstas en términos de origen embriológico,

estructura, función y metabolismo.

Fujita y Kobayashi en 1975, definen las característicasque ha de
poseer una célula para ser considerada paraneurona: requieren
poseer sustancias idénticas o relacionadas con los
neurotransmisoreso neurohormonas. La célula cromafín en ese
sentido produce adrenalina que actúa como una neurohormonay
noradrenalina, que es el neurotransmisor típico de los nervios
simpáticos. Otro requisito es poseer vesículasde secreción, en este
caso los gránulos cromafines. Deben secretar en respuesta a un
estímulo, aquí, la acetilcolina liberada por el nervio esplácnicoque

activa sus receptoresde membrana. Las células cromafines además,
tienen un origen neuroectodérmico común con las neuronas
simpáticas, y en cultivo emiten prolongaciones.

1.3.- EL PROCESOSECRETOR EN LA CELULA CROMAFIN.

La secreción de catecolaminas por las células cromafines se
conoce desde las primeras décadas de este siglo. Ya en 1934,
Feldberg y Minz demostraron que la estimulación del nervio
esplácnico producía liberación de acetilcolina (ACh) y que esta
molécula era responsable de la secreción de adrenalina por la
médula suprarrenal. El ciclo secretor en la médula suprarrenal se

describe con el término “acoplamiento excitación-secreción”
(Douglas y Rubin, 1961, 1963) que alude a la estrecharelación que
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existe entre la estimulación de los receptoresy la liberación de las

catecolaminasa la sangre, y el papel crítico que poseeel Ca2+ entre
estos dos fenómenos.

El ciclo secretorse pone en marcha cuando la acetilcolina liberada
por el nervio esplácnico(Douglas y col., 1975; Wakade y col., 1981.)
estimula los receptores nicotínicos (Lee y col., 1972; Schiavone y
col., 1982; Kirpekar y col., 1982a y b; Role y PerIman, 1983; Ladona
y col., 1984; Artalejo y col., 1985) y muscarfnicos (Douglas y
Poisner, 1965; Lee y Tredelenburg, 1967; Díxon y col., 1975;
Wakade y Wakade, 1983; Warashina y col., 1989) situados en la
membranacelular. Los gránulos cromafines entonces se aproximan
a la membrana,se funden con eJía y liberan las catecolaminasjunto
a todo el contenido soluble de los mismos mediante un proceso de
exocitosis (Smith y Winkler, 1972).

La elevación del Ca2+ en el citosol es la señal intracelular que
dispara todo este proceso. El receptor muscarínicoal ser estimulado
produce la liberación de Ca2~ de los depósitos intracelulares(Ca

1
2~),

pero requiere una entrada de Ca2+ extracelular (Ca~2~) para
potenciar y sosteneresta elevación. Este aspecto será estudiadocon
más detenimiento más adelante. En el caso del receptor nicotínico,
este incremento de Ca

1
2~ se produce gracias a la entrada masiva de

Ca2+ a través de canales dependientesde voltaje (Douglas y col.,
1967; Kidokoro y col., 1982; Fenwick y col., 1982a; Hirano y col.,
1987; Ladona y col., 1987; Fonteriz y col., 1987; Lopez y col., 1989).
Estos canales se abren como respuestaa una despolarizaciónde la
membrana plasmática debida a la entrada de sodio por el ionóforo

asociado al receptor.

Los canales de Ca2+ dependientes de voltaje han sido

ampliamente estudiados en la médula adrenal (Fenwick y Neher,
1982b; García y col., 1984 a y b; Ceña y col., 1989; Artaiejo y col.,
1991 a y b; Bossu y col., 1991 a y b). Su densidad en las células
cromafines es de 1-10 canales por gm2 (García y col, 1986). Se han
realizado estudios tanto de secreción como de captación de 45Ca, en
los que se comprueba su implicación en ambos fenómenos cuando
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se utilizan fármacos antagonistas orgánicos o inogánicos de los
canalesde Ca2~ (HoIz y col., 1982; Kirpekar y col., 1982a; Ceña y col.,
1989) y agonistas del tipo de las dihidropiridinas (García y col.,
1984 a y b). Estos canales se abren a ráfagas separadasentre sí por
intervalos en los que el canal permanececerrado. Se ha sugerido

que el Ca2+ entra en el canal y se fija a uno o más sitios de unión a
lo largo de éste, pasandode uno a otro consecutivamente(Hess y
Tsien, 1984). Los canales de Ca2~ sufren un fenómeno de
inactivación que parece ser dependientetanto del voltaje (Reuter y
col., 1982) como del ion portador de la corriente (Hagiwara y
Byerly, 1981; Tsien y col., 1983; Artalejo y col., 1987).

Se conocen una serie de fármacos capaces de impedir de una
forma más o menos selectivael paso de Ca2+ a través de los canales
de Ca2~. También se conocen compuestosactivadores de los mismos,
aunque en menor cantidad.

Los inhibidores inorgánicos de los canales de Ca2+, en orden de
mayor a menor potencia, son los siguientes:Zn2+, Cd2+, La3+, Ni2+,

Co>, Mn2~ y Mg> (Gandiay col., 1987). Todos ellos son metalesque
poseen característicasfisicoquímicas similares al Ca>.

Los inhibidores orgánicos de los canales de Ca> voltaje
dependientesson un grupo de fármacos químicamente heterogéneo
cuya característicacomún es reducir la captación de Ca> por las

células excitables cuando estas se despolarizan.Difieren no sólo en
su estructura química, sino también en su especificidad tisular,
lugares de fijación a la membrana y mecanismo de acción. Se

clasifican en:

CLASE 1: Está constituido por el grupo de las dihidropiridinas
(DI-IP) que se fijan a un receptor situado en la macromoléculadel
canal de Ca> originando su cierre. Incluye la nifedipina, la
nimodipina, la nitrendipina y el PN 200-110. Estos fármacos son
más eficaces cuando la membrana se encuentra ligeramente

despolarizada. Existen también fármacos dihidropiridinicos con
acción agonista o activadora de los canales de Ca>. Con frecuencia
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se trata de enantiómerosde compuestosantagonistas.Así, el (-) Bay
K 8644 y el (+)-(s)-202--791 son agonistas,mientras que el (±)Bay
K 8644 y el (-)-(R)-202-791 son antagonistas(Kokubun y col., 1986;

Fonteriz y col., 1987; García y col., 1984a, Lopez y col., 1991).

CLASE II: Incluye al verapamil, diltiazem, D-600 y la diclofurima.

CLASE 111: Son difenilalquilaminas. La cinaricina, la flunaricina o
la prenilamina son componentesde este grupo.

Tras el proceso de entrada del Cae2+ al citosol y el

desencadenamientode la respuestasecretora, se ponen en marcha
los sistemas homeostáticosde mantenimiento de la concentración

intracelular de calcio ([Ca>]i).

La [Ca2~J~en el citosol en estadode reposo es de 50-100 nM, y la
del medio extracelular es de 2,5 mM. Cuando se produce un
aumento del Ca¡2+ hacia niveles gM durante la excitación celular,
los sistemas de tamponamientointracelular como las mitocondrias

(Carafoli y Lehninger, 1971), el retículo endoplásmico liso (Kendrick
y col. 1977), las vesículascromafines (Borowitz y col., 1967; Kostron

y col., 1977), las proteínas fijadoras de Ca> y los sistemas de
transporte de la membrana (ATPasa Ca>, Mg2#~dependiente,
sistemas de intercambio Na+/Ca2+ y Ca2+/Ca2+) tienden a mantener
constantes estas bajas concentraciones.
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U.- EL RECEPTOR MUSCARINICO EN LAS CELULAS
CROMAFINES

.

11.1.- CARACTERIZACION MEDIANTE ENSAYOS DE
FIJACION DE RADIOLIGANDOS.

Numerosos ensayos de fijación de ligandos marcados
radioactivamente evidencian la existencia de receptores
muscarínicosen la médula adrenal de distintas especies.

Así, en la médula adrenal del gato Ballesta y col., en 1989 hacen
un estudio en el que describenque el [3H]QNB ([3fljquinuclidinil

bencilato) se une a membranas purificadas con una curva de
saturación monofásicaque sugiere un solo sitio de unión con una Kd
de 23 pM y una Brnax de 67 fmol. mg pror1. Además, es desplazado
con mayor potencia por La atropina que por la pirenzepina, lo cual
apunta a que sea un receptor de tipo M

2. En la médula adrenal
bovina el [

3HIQNB se une con una Kd de 29 pM y una Bmax de 83
fmol (mg prot) ~. El desplazamientopor pirenzepina sugiere dos

sitios de unión con una K~i de 39 nM y una K~2 de 2.734 nM.

Kayaalp y Neff (1 979a y 1 979b) estudian los receptores
muscarinicostanto en la médula adrenal de vaca como en la de rata
y encuentran20 veces más sitios de unión en esta última, aunque
se debe tener en cuenta que los estudios se realizan sobre distinto
material, pues, mientras que en la de rata se usa homogenizadode
médula, en la de vaca, la fracción cruda de membrana. Los
receptoresen ambos animales poseen una Kd parecida.
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11.2.- EL RECEPTOR MUSCARINICO DE LA MEDULA
ADRENAL BOVINA. VARIACIONES DEL CALCIO
INTRACELULAR.

En la médula adrenal de bovino, la secreción de catecolaminas
puede ser mediada por una gama de agentes. Entre ellos se
encuentranlos agonistas nicotínicos, o concentracionesaltas de K+,
que producen despolarización de la membrana, generando
potencialesde acción que, a su vez, abren los canales de Ca>, con lo
que se incrementa el Cai> y se dispara la secreción. Otras

sustancias capaces de producir secreción son la bradikinina, la
angiotensina II (O’ Sullivan y Burgoyne, 1984), o la histamina
(Noble y col., ~987).

La estimulación del receptor muscarinico en la médula adrenal de
bovina produce un incremento de [Ca2+]i que es independientedel

CaS~.

Kao y Schneider (1985) estudiaron el aumento de Cal> con la
sonda fluorescente Quin-2 en células cromafines bovinas

estimuladas con distintos secretagogos.Comprobaron que la ACh
produce un aumento del Cas> desde los niveles de reposo hasta el
rango gM, que es parcialmente bloqueado por hexametonioo por la
retirada del Ca#2 extracelular, mientras que la porción resistente, se

bloquea por atropina. Agonistas muscarínicos como la muscarina y
la metacolina, producena su vez un aumento del Ca~2* que se

bloquca por atropina y es independientedel Cae>.

Sin embargo, en general, no se ha descrito una secreción de
catecolaminaspareja al incremento de Cal>, o ésta ha sido muy
pobre.

En 1985 Cheek y col, estimularon células cromafines bovinas con
agonistas nicotínicos y muscarínicos y midieron incrementos en el
Ca~2+ (con Quin-2) y en la secreción de catecolaminas.Así como
cuando utilizan los agonistas nicotínicos encuentran un aumento del
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[Ca~2]i dependiente del Ca
0>, los agonistas muscarinicos (la

metacolina), producen un aumento del [Ca
2~]fl independiente del

[Ca2~ie. sensible a atropina y cuatro veces menor. Esta respuesta

tarda en producirse 10 s, supuestamentenecesariospara la génesis
de 1P3. La metacolina no produce secreción de catecolaminas,
aunque a concentracionessuperioresa 1 mM disminuye la secreción
nícotínica por acción directa sobre este receptor. Concluyen, pues,
que la activación del receptor muscarínico moviliza Ca2+ de
depósitos intracelulares, que aunque eleva el Ca¡> es insuficiente
para producir la secreción de catecolaminas.

OSullivan y Burgoine (1989) hablan de una pequeñasecreción de
catecolaminasproducida por la acción de la metacolina sobre el
receptor muscarínico. En su trabajo estudian también la secreción
producida por ¡a bradikinina y la angiotensina II, que actúan
movilizando el Ca> de los depósitos intracelulares. El orden de
potencias de estos fármacos como secretagogoses, de mayor a
menor: bradikinina, angiotensinaII y metacolina. Los tres fármacos
son menos potentes que la nicotina. La medida con fura-2 de la
elevación de Ca~2+, indica que con los tres compuestos hay un
aumento del lCa~2]i independientedel Ca

0>, presumiblementepor

generacion de IP3 (como se ha demostrado para el receptor
muscarínico). En el caso de la bradikinina, al estimular los
receptores B2 se produce un aumento del [Ca+

21i independiente del
[Ca+2Je y ademáshay una entradade Cae>. Asocian las diferentes

eficacias de los tres secretagogoscomo tales a la cantidad de Ca2+
que son capacesde liberar de los depósitos intracelulares. Este Ca+2

sería, menos efectivo que el Ca
0> para producir secreción de

catecolaminas.

Parece tener gran importancia la distribución espacial de Ca~
2+

que se produce tras la estimulación con distintos agentes de las
células cromafines bovinas. Cheek y col. (1989) y OSullivan y col.
(1989) realizan sendos estudios en los que utilizan técnicas de
digitalización de la imagen en video de células cargadascon fura-2,
que permiten representarla distribución espacial de los cambios de
[Ca+2]i en Las mismas. En estos estudios, la utilización de agonistas
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nicotinicos o concentracionesdespolarizantesde K4 originaba un

aumento rápido y transitorio de Ca~2+ en la zona adyacentea la
membrana plasmática, coherente con una entrada de este ion a

través de los canales de Ca>. En una fase posterior, tras 1 ó 2
segundos,se producía un aumento homogéneodel [Ca+2]i en toda la

extensión de la célula, quizá debido a simple difusión, y finalmente,
tras 4 s de estimulación se producía una marcada elevación de
[Ca+2]i, mucho mayor que las anteriormentevistas, localizada en una
región interna de la célula que en el 50% de los casos se dió en un
poío de ésta. Esta subida parecía deberse a los almacenes
intracelulares de Ca2+ pues ocurrió en la zona donde los agonistas
liberaban Ca> de estos depósitos.

Los agonistas que actúan a través de la producción de inositoles
fosfato (metacolina, bradikinina o angiotensina II) producían una
elevación en [Ca+21i que tardabaen producirseunos segundosy que
no era homogéneaen toda la célula. La respuestainicial consistía en
un aumento del [Ca+2 Ji en un poío de la célula que después se

expandía hacia el otro poio. Los depósitos intracelulares
responsablesde esta cesión de Ca> son el retículo endoplásmicoo el
calciosoma. que en aJgunascélulas esta asociadoa éste, y que con
microscopia electrónica suele verse justo en un poío de la célula.

Se puede deducir del trabajo de este equipo que la distribución
de [Ca~21i inducida por estímulos despolarizantes (nicotina o

concentracionesdespolarizantesde K+) es marcadamentediferente
de aquella inducida por agonistas muscarínicos,pues mientras que
los primeros originan una elevación del Ca> más importante bajo el
plasmalema, los agonistas muscarínicos producen un aumento de

Ca2±confinado exclusivamentea un polo de la célula. Estos autores
sugieren que esta elevación localizada del Ca> es incapaz de
producir los eventos necesarios para disparar la exocitosis.

Estos estudios se complementancon otro realizado por Yamagami
y col. (1991). En este trabajo encuentranque el Ca> liberado de los
depósitos intracelulares no es eficaz para disparar la secreción de
catecolaminasa menos que el Ca> entre del exterior a través de la
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membrana plasmática. Estos autores realizan un estudio en paralelo
del aumento de LCa+2]i y de la secreciónde catecolaminasen células

cromafines de gato y de vaca y observan cómo en células
cromafines de gato, la metacolina aumentala [Ca+21i activando tanto

la entradade Ca> desde el exterior como la movilización del Ca>

intracelular, provocando la secreción. Por otro lado, en células
bovinas la metacolina causa un aumento de Ca2+ por movilización
intracelular, pero no hay secreción. El aumento de Ca> producido
por la metacolina en las células de gato era notablementesuperior
al producido en las de bovinas, pero cuando se bloqueabala entrada
de Ca>, el incrementode [Ca2~]i en el gato resultabaequiparableal

de la vaca, con la consiguientepérdida de secreción. La movilización
de Ca> debida al estímulo muscarínico aumentabanotablementela
secreción en células despolarizadasde gato y bovinas, donde el
[Ca+211 se manteníaelevado la entradacontinua del Ca

0>.
De todos estos resultados concluyen que la secreción de

catecolaminasdepende de que se produzca un incremento de Ca~
2+

en una región cercana a la membranaplasmática.

11.3.- EL RECEPTOR MUSCARINICO Y LA SECRECION DE
CATECOLA MiNAS.

11.3.1.- Médula adrenal de rata y de pollo.

Al contrario de lo que ocurre en la médula adrenal bovina la
activación del receptor muscarínico de la médula adrenal de rata es
eficaz para producir la secreción de catecolaminas.En 1981, Wakade
y col. describen la secreción de catecolaminas debida a la
estimulación del receptor muscarínicopor la ACh.

Harish y col. (1987), hicieron un estudio en el que observaron
que la secreción de catecolaminas mediada por el receptor
muscarínico de la médula adrenal de rata puede producirse en
condiciones de deprivación de Cae> en las que la secreción
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producida por estimulación del receptor nicotínico o por

estimulación eléctrica transmural resultarían suprimidas (soluciones

de perfusion en cero Ca> nominal, estas mismas con EGTA o bien

con verapamil). Piensan que esto es debido a la utilización de los
depósitosde Cal>.

Un modelo experimental en el que el receptor nicotínico no es
funcional, es la médula adrenal de pollo. En esta especie, toda la
secreción se debe a la estimulación del receptor muscarínico. Knight
y Baker (1986) estudiaron la secreción de catecolaminasen células

cultivadas de la médula adrenal del polío y encontraron que se
activan por la actuación de la ACh sobre los receptoresmuscarínicos
exclusivamente,dado que la secreción inducida por ésta se inhibía
por la atropina y no por el hexametonio. Esta secreción dependía
absolutamente del Ca0> y parecía implicar canales de Ca>. La
metacolina, la muscarina y la oxotremorina eran buenos
secretagogos.

11.3.2.- La médula adrenal de gato.

La médula adrenal de gato constituye un excelente modelo para
el estudio de la secreción producida tanto por el receptor
múscarinico como por el nicotínico.

Ballesta y col. (1989) hicieron un estudio para caracterizar
bioquímica y funcionalmente al receptor muscarínico de la médula

adrenal de este animal. Tras ensayar distintos agonistas
muscarínicos en glándulas adrenales de gato perfundidas
observaron que la secreción de catecolaminasse produce según el
siguiente orden de potencias, de mayor a menor: metacolina,
oxotremorina, pilocarpina, betanecol y muscarina. Así mismo, bajas
concentracionesde estos agonistas potencian la respuestasecretora
provocadapor la nicotina o el K+.
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Cualitativamente hablando, la secreción de catecolaminas
mediada por la estimulación del receptor nicotínico y muscarinico
son diferentes en cuanto a la proporción de catecolaminasliberadas.
Ya en 1965, Douglas y Poisner hablan de que los agonistas
muscarinicos liberan preferentementeadrenalina, mientras que la
estimulación con agonistascomo la nicotina, implica la liberación de

los dos en cantidades parecidas. En este estudio se cuantificó la
distinta proporción de adrenalina secretada por estimulación del

receptor muscarínico, siendo para muscarina un 65% del total, para
metacolina un 78%, para oxotremorina un 69%, para pilocarpina un

69% y para betanecol un 82%. La respuestaa la estimulación por
metacolina no produce desensibilizacióny cae a niveles basales ante
la retirada de Ca>.

El receptor muscarinico de las células cromafines de gato parece

ser del tipo M2 pues el [3H1QNB se une a membranasen una curva
monofásica con una Kd de 23 pM y una Bmax de 67 fmol. mg
proteina»1, siendo desplazadocon mayor afinidad por la atropina

que por la pirenzepina.

Hoy día está claramenteestablecida la dependenciadel Ca
0> de

la respuestasecretoramediada por el receptor muscarinico. Se pone

de manifiesto en un trabajo de Abad y col. (1992), que permite
concluir que el Ca> requerido para la secreción de catecolaminas

por el estímulo nicotínico o altas concentracionesde K+ parecevenir
exclusivamente del medio extracelular, mientras que un depósito
intracelular, probablementeel retículo endoplásmico,contribuye a
la respuesta secretora producida por el receptor muscarínico,

siendo, no obstante la movilización de Ca
2+ desde éste, incapaz por

sí sola de producir una respuestasecretora.

En cuanto a la vía de entrada de Ca>, Borges y col. (1987)

sugieren la existencia de un ionóforo asociado al receptor
muscaríníco por el cual accedería el Ca> al citosol, que sería
diferente de los canales de Ca>, dado que, ni un bloqueante de

dichos canales,el (±)PN200-110, ni un activador como el (-)BAY K-
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8644 producían efectos notorios en la respuesta secretoraevocada
por metacolina.

III.- CANALES DE POTASIO EN LA MEDULA ADRENAL

Los canales de K+ son diversos en variedad y función, resultando
su estudio cada día más detallado. Las técnicas de patch-clamp’
constituyen una valiosa herramienta para el conocimiento de los
mismos, junto al empleo de toxinas que bloquean potente y
selectivamentetipos particulares de canales de K+, permitiéndonos
indagar sobre su papel fisiológico. Es notable la relevancia

farmacológica y terapeútica de estos canales. Fármacos tales como
las sulfonilureas antidiabéticas y algunos antiarrítmicos los
bloquean; además,se ha encontradouna nueva clase de agentes, los
activadores de los canales de K+ con unas posibilidades terapeúticas
interesantesen el campo cardiovascular, neuronal y endocrino.

111.1.- CLASES DE CANALES DE POTASIO.

Existen varias clases fundamentales de canales de K+ y los
descubrimientosmás recientes indican que se encontrarán más con
ayuda de las técnicas de electrofisiología y de biología molecular
(Tabla 1).

Uno de los tipos de canales de K+ está constituido por aquellos

que se activan por voltaje. Estos canales se abren y cierran en
respuestaa cambios en el potencial de membrana, de forma que

señales de despolarizacióno de hiperpolarización pueden aumentar
su apertura generandouna corriente de rectificación de salida o de
entrada respectivamente. Ejemplos de estos son el rectificador
tardío (IK) y el rectificador anómalo (IR).
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Existen también canales de K+ acoplados a un receptor, o
acoplados a proteinas G. Estos son sensibles a ligandos que actúan

sobre receptores hormonales y para neurotransmísores.Ejemplo de
estos canales lo constituye el que origina la “corriente M” (IM)
relacionadacon la estimulación del receptor muscarinico.

Otro grupo está constituido por los canalesde K+ sensiblesa ATP;
ejemplo de ellos lo constituyen los canales de K+ que regulan la
secreción de insulina en las células beta pancreáticas.Estas acciones
no están ligadas a una proteína O.

Otro grupo de canales se activa por incrementos en la
concentración intracelular de Ca>. Estos los veremos con
detenimiento más adelante ya que son el centro de la hipótesis de
trabajo de este estudio. La mayoría de las clases de canales de K4
mencionados pueden existir en varias subclases. Así, existen

canales que son sensiblesa ligandos y a voltaje como los canalesde
K# dependientesde Ca> de alta conductancia.

¡¡1.2.- CANALES DE POTASIO MODULADOS POR CALCIO.

La primera prueba de la existenciade los canales de K~ activados
por Ca> se obtuvo a raiz de la observación del incremento

dependientede Ca> de la permeabilidad al K+ en la membranade
eritrocitos y neuronas. Tras esas observacionesiniciales, se han

encontradoen gran cantidad de tejidos.
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TABLA 1. TIPOS Y CARACTERISTTC.AS DE LOS CANALES DF
LQIASIQ

Canal o Activacién
Corriente

Activados

Rectificador

por voltaje:

tardío(IK) Lenta por despolarización

Rectificador anórnalo([R) Abierto normalmente
al potencial de reposo

Canal A (‘A) Se abre rápidamentey
generalmente de forma
transitoria tras una
despolarización.

o un Receptor:

Canales acoplados a
proteínas O (ej. c h)

Por unión del ligando
al receptor y sin
intervención de un
segundo mensajero

Corriente M (IM)

Sensibles

Por activación del
receptor muscarínico,
para bradikinina y de
sustancia P

a ATP<’ÍK<ATP)) El ATP inhibe su
apertura. Algunos
son sensibles a voltaje

Activables por NO~(JK (No)) Activación por
[Nn~>~>20mM.

Conductancia
Unitaria

17-64 pS

5-28 pS

Acoplados

20 pS

35-55 pS

9

20-90 pS

220 pS
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TABLA 1. TIPOS Y CARACTERISTICAS DE LOS CANALES DE
POTASIO

(Con t ¡ u u a c ¡6 n

)

Canal o
Corriente

Activa cién Conductancia
Unitaria

Activados por Calcio:

De alta conduclancia,
canalesBK o Maxi K(lc)

Se activan por la
LCa+2B en un rango de
1O-~-1O-~M. La
despolarización
facilita la apertura a
una [Ca+2]i determinada

Dc conductancia intermedia,
canales 1K.

De baja conductancia,
canales 5K.

Se activan por la
LCa+2]¡ en un rango
10-8-10-6M. A veces
son dependientes
de voltaje

Insensibles a voltaje.
A potencial de reposo
son mas sensiblesa
lCa~2l~ que los BK

Tabla tomadade Castie y col., 1989.

100-250 pS

18-60 pS

6-14 pS
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111.2.1.- Tipos de canales de potasio modulados por

calcio.

Existen diversos tipos de canales de K+ dependientesde Ca> que
difieren en sus conductancias iónicas y en su sensibilidad a la
activación por Ca> o por voltaje.

Los tipos fundamentalesde estos canales son:
a) Canales de K+ activados por Ca2+ de alta conductancia

<BK o “maxi” K).

b) Canales de K+ activados por Ca> de baja conductancia
<SK).

c) Otros.

a) Canales de K+ activados por Ca> de alta conductancia.
Los primeros canales de K+ activados por Ca2+ identificados

electrofisiológicamente a nivel de canal único fueron los de alta

conductancia iónica, encontrados en la células cromafines de la
médula adrenal bovina (Marty, 1981), túbulos transversales del
músculo de conejo (Barret y col., 1982) y en neuronassimpáticasde

rana (Adams y col., 1982).

Estos canales poseen una conductanciaunitaria de 200 a 300 PS.

Fueron denominados por Alain Marty “big K channels” (Marty,
1981) y canales “maxi-K” por Ramón Latorre (Latorre y Miller,

1983). Los canales BK se activan directamente por Ca> y no a
través de segundos mensajeros solubles, ya que su actividad es

dependientede Ca> aún en parches de membranaaislados y cuya
cara interior ha permanecido inmersa en una solución renovada
durante varias horas. Los canalesBK, ademásde activarse por Cai2+,
dependendel potencial de membrana. A una determinada [Ca2~]i,
los BK se abren más a menudoy permanecenmás tiempo en estado
abierto cuando la membrana está despolarizada. Algo muy
interesante de los BK es que a pesar de poseer una elevada
conductancia, son muy selectivos para el K+, y fundamentalmente

excluyen el paso de otros iones fisiológicos, excepto el ion amonio.
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Los canalesBK se bloquean por TEA que es un bloqueanteclásico
poco específico de los canales de K+, siendo mucho más efectivo
aplicado en el exterior de la membrana celular. También los
bloquea la quinina, la d-tubocurarina, la caribdotoxina, la
noxiustoxina y el Ba2~ (Tabla II).

Parece ser que los canales de alta conductanciadesempeñanun
importante papel en la fase de repolarización del potencial de
acción en muchos tipos de células (Adams y col., 1982; Lancastery
Pennefather, 1987; Lang y Ritchie, 1990a y b). Podrían, por ello,
contribuir a modular la duración del potencial de acción y la
entrada de Cae> durante el mismo.

b) Canales de K~ activados por Ca2 + de baja

conductancia.
Estos canales se caracterizan por su alta sensibilidad al Ca?+

(activación semimáxima a 200-500 nM), por no ser dependientes
del potencial de membrana y por que tienen una baja conductancia
iónica (6-14 PS). Se conocen como canalesSK (“Small K channeis”).
Se bloquean por la neurotoxina apamina, la toxina LqVIII, pero no

por el TEA.

Estos canales se hayan involucrados en el aumento de la

permeabilidad al K4 inducido por neurotransmisoresy hormonasen

muchos tipos celulares (músculo liso visceral, células glomerulares
de la corteza adrenal y hepatocitos).Están involucrados en la fase
de post-hiperpolarizaciónlenta que sigue a los potenciales de acción
en muchas células excitables, en estas células tras la espiga se
produce una repolarización, que se desgloba en la que se denomina

una fase de rápida posthiperpolarizaciónque dura 50-100 ms y
una posterior más lenta de 500-1000 ms en la que participan los
canales 5K de lenta posthiperpolarizacíon.Esto ocurre en neuronas
del glánglio simpático y motoneuronasdel la médula espinal entre
otras. Esta fase de lenta posthiperpolarizacíondepende del calcio
extracelular, anulándosesi este no está presente,o si se bloquea su
entrada (Hille, 1992).
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El patrón de disparo de potencialesde acción de una célula puede
afectarse por la fase de lenta posthiperpolarización.Cuando una
corriente mantenida induce un tren de potenciales de acción la
acumulación de fases de lenta posthiperpolarización puede
enlentecer gradualmente la tasa de potenciales de acción que se
disparan e incluso impedir a la célula alcanzarel umbral de disparo
de nuevo. Este enlentecímientono ocurre si se bloquea la entrada
de calcio impidiendo la activación de los canales5K.

Estudios autorradiográficos y de fijación de radioligandos
realizados con [12511-apamina muestran que los sitios de unión de
apamina (presumiblementeel canal de K+ dependientede Ca2+) se
localizan en diversas regiones del sistema nervioso central, y

también en muchos tejidos periféricos, como hígado, glándula
adrenal, riñón y músculo liso intestinal.

c) Otros canales de K+ activables por Ca>.
Existen además de los SK, otros canales de K4 que poseen

conductanciasmenores que los BK. Así, por ejemplo, en músculo
cultivado de rata hay un canal de una conductanciamuy baja, 4 PS
y que es aún mas sensibleal Ca2+ que los SK y los BK.

111.3.- MODULADORES DE LOS CANALES DE POTASIO.

111.3.1.- Toxinas

La apamina. La apamina es un pequeño polipétido de 18

aminoácidos aislado del veneno de la abeja (Apis melUfera). La

apamina actúa a una concentración 1-10 nM sobre los canales SK
(Blatz y Magleby, 1986; Cook y Haylett, 1985). Es muy selectiva en
su acción, no actuandoen los canales de tipo BK (Pennefatery col.,
1985). Se ha aislado también una toxina tipo apamina, la LqVIII,
del veneno del escorpion Lelurus quinquestriatus, que bloquea los
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canales sensibles a apamina y compite con ella por sus sitios de
unión en el hígado.

La caribdotox¡na. Es un polipétido básico de 37 aminoácidos,
aislado también del veneno del Lejurus quinquestriatus, muy útil
en el estudio de canalesde K+ activadospor Ca2+ no bloqueadospor
apamina. La caribdotoxina bloquea los canales BK en gran cantidad
de células (Miller y col., 1985; Storm, 1987). En neuronas del
hipocampo de rata prolonga la duración del potencial de acción, lo

que indica que los canales BK están involucrados en la fase de
repolarización de éste (Storm, 1987). En la mayoría de los casos
actua en el rango nanomolar, uniéndosea la cara interna del canal.
No afecta a los canalesSK sensiblesa apamina.

La noxiustoxina. Procede del veneno de otro escorpión, el
Centruroides nuxius. Bloquea entre otras la corriente de K+
rectificadora anómala en el axón gigante de calamar (Carbone y col.,
1982).

La dendrotoxina. Aislada del veneno de la serpiente
Dendroaspis angusticeps. Por su acción sobre los canales de K4

dependientesde voltaje facilita la liberación de ACh en la unión
neuromuscular (Harvey y Anderson, 1985).

El péptido de degranulación de mastocitos (MCD?). E 1
MCDP se aisló del veneno de la abeja (Apis mellifera). Es un
polipétido de 22 aminoácidos extremadamentebásico con una
potente acción antiinflamatoria, y que produce la liberación de
histamina de los mastocitos. Bloquea selectivamente, a
concentracionessubmicromolareslos canales de K+ dependientesde
voltaje neuronales(Stansfeld, y col., 1987).
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111.3.2.- Agentes farmacológicos.

Antiarrilmicos de la clase III. Actúan prolongando el tiempo
de repolarización ventricular por bloqueo de canales de K+ en el
corazón. Entre ellos se encuentran el clofilinium (un amonio
cuaternario derivado del TEA), el sotalol y sus análogos sematilida y
risotilida, el UK-68798, y la N-acetilprocainamida que es un
metabolito de la procainamida.

Sulfonilureas hipoglucemiantes.Incluyen la tolbutamida,

tolazamida, clorpropamida, y las más modernas, glibenclamida
(gliburida) y glipizida. Actúan por interación con el canal de K4
dependientede ATP. La secreción de insulina depende de Ca>. La
glucosa despolariza la membranade las células beta pancreáticasy
permite la entrada de Ca> por los canalesde Ca> dependientesde
voltaje. El incremento de ATP producido por el metabolismo
intracelular de la glucosa, disminuye el número de canales abiertos
de potasio sensiblesa ATP, por bloqueo del canal, originando una
despolarización.Las sulfonilureas ejercen un efecto similar al del
ATP.

Activadores de los canales de potasio. Son, actualmente,
objeto de mucha atención. Incluyen un grupo de vasodilatadores

entre los que se encuentran el nicorandil, pinacidil y cromakalin.
Dan lugar a la relajación del músculo liso por aperturade canales de
K+. El nicorandil fue el primero para el que se conoció su acción
como vasodilatadorcoronario, si bien este efecto se produce admás

por el grupo nitro de su molécula. El diazóxido, el minoxidil, el RP
49356 y la dihidropiridina 1,4, niguldipina, son también fármacos
activadores de los canalesde K±. La niguldipina posee dos isómeros,
siendo el enantiómero(+) activador de los canales de K+ y el (-)

antagonistade canales de Ca> de tipo L.

Otros agentes farmacológicos. Existen otros agentes que
bloquean los canales de K+ y que se utilizan mucho para su estudio.
El tetraetilamonio (TEA), que actúa sobre los canales de K4
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dependientesde voltaje y los canales activados por Ca> de alta
conductancia (BK), entre otros; algunas aminopiridinas (APs) a las
que son sensibles ciertos tipos de canales sensibles a voltaje; la
quinina, bloqueante de canales dependientes de Ca2+; la
tetrahidroaminoacridina (THAC), que actúa en la corriente í~; la d-
tubocurarina, bloqueante de canales de K+ dependientesde Ca2+

tanto de alta como de baja conductancia. También existen iones
capacesde bloquearestos canalescomo el Ba2+, el Cs+ o el Na+.

jy~ CORRIENTES IONICAS ASOCIADAS A LA

ESTIMULACION MUSCARINICA

.

Los efectos de los agonistas muscarínicos en las propiedades
eléctricas de las células cromafines se han estudiado poco. Se han
descrito tanto corrientes iónicas de entrada como de salida
asociadasa la estimulación de las células cromafines con agonistas
muscarinicos. Kubo y Kidokoro (1989) observaron una lenta
corriente de salida de K~ en respuesta a muscarina en células
cromafines de rata cuyo potencial de membranase fijó a 0 o -20
mV.

En cambio, en otros tres estudios se concluye que la estimulación
del receptor muscarínico activa corrientes de entrada

despolarizantes.Knight y Maconochie (1987) sugirieron que los
receptores muscarínicos despolarizan la célula cromafin de pollo

abriendo canales catiónicos no selectivos que generan una corriente
inespecífica de entrada, lenta, que se produce varios segundos,
despuésde la estimulación del receptor muscarínico.

Akaike y col. (1990) concluyen que la muscarina induce una
lenta despolarización y una corriente aparentementede entrada en
células cromafines de rata, mediante el bloqueo de canales de K+
que están abiertos a potenciales cercanos al potencial de reposo de
la membrana.
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TABLA II. ACTIVADORES Y BLOQUEANTES DE LOS
CANALES DE POTASIO.

Tipo de canal Taxi n a Agente
Farmacológico

a) Activado nor voltaje

:

Rectificador tardío Dendrotoxina
Noxiustoxina

TEA, Quinina,
9- aminoacridina

Rectificador anómalo
1K 1

Canal A, 1A Dendrot o x i n a
MCDP

TEA (poco)
APS (potente)
THAC

h) Acontados a un

Acoplados a prot.
Ej. IK(Ach)

Corriente M, 1M

rece ntor~

e) Sensibles a ATP~
S u 1 fon i 1 u reas
Glibenclamida
Quinina
9-aminoacridina
TEA, Diazóxido

d) Activados nor calcio~

De alta conductancia
BK

Carib doto x in a
Noxi u stoxi na

TEA, Quinina
d-tuboeurarína

De conductancia
intermedia, 1K

Carib doto x in a
IK<BK

De baja conductancia
SK

Ap am i n a
Lq VIII

Abreviaturas: TEA: Tetretilamonio;
APS: aminopiridinas; THAC: tetrah
1990.

Quinina
d-tubocurarina
9-aminoaerl d i n a

MCDP: Péptido de la degranulación celular;
idroaminoacridina. Tabal tomada de Triggle,

lén

Ba2~.Cs~

TEA Ea>, Cs~

Cs~

o A~s Ba2~, cs~

TEA

‘(KATP)

Ea2+

Ea>

Quinina Ea>, Cs~
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Finalmente. lnoue y Kuriyama (1991) observaron que la
muscarina y la oxotremorina producen una corriente de entrada a

un potencial de mantenimientode -40 mV en células cromafines de
cobaya, y concluyen que la activación del receptor muscarínico
aumentala conductanciaa los cationes Na+, K+ y Ca2+ por mediación
de una proteína G sensible a la toxina pertusis, y que el receptor
involucrado posee alta afinidad por la pirenzepina y por el AF-DX-
116.

Neely y Lingle han descrito los canales de K~ BK y SK en la
médula adrenal de rata, y ademáshan demostradosu relación con
la activación del receptor muscarinico. En un primer trabajo, (Neely
y Lingle, 1992a), describen la existencia de una corriente de salida

de potasio dependiente de Ca2+ a potenciales que van desde -3 0
mV a +50 mV. Esta corriente tiene dos componentes.El primero de
ellos que es bloqueada por TEA (1-5 mM), se activa por
despolarizacióna una concentraciónde Cai2+ fijo y se desactivade
forma dependiente del voltaje. Estas características se asocian
normalmentea la activación de los canalesde K+ BK (Adams y col.,
1982; Pallota, 1985; Lancaster y Pennefather, 1987; Blatz y

Magleby, 1987).

El otro componentede la corriente activada por Ca2+ se inhibe

por curare y apamina, posee poca dependenciade voltaje y está
asociadoa una corriente de cola lenta y dependientede Ca2+. Todos
estos son característicosde las corrientes a través de los canales 5K
encontradasen las células GH3 (Ritehie, 1987 a y b; Lang y Ritchie,

1990 a y b; Blatz y Magleby, 1987).

En un segundo trabajo, (Neely y Lingle, 1992b), describen que la
muscarina es capaz de activar una corriente de salida de potasio
con dos componentes,que basándoseen criterios farmacológicos y
en la dependenciade voltaje, resultan idénticos a los anteriormente
descritos. A potencialespor debajo de -40 mV, la corriente activada
por muscarina es ampliamente bloqueada por curare o apamina y
variablementepor TEA. Esta corriente es similar a la mediada por
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los canalesSK de otras células (Romey y col, 1984; Blatz y Magleby,
1986; Lang y Ritchie, 1987) y a la Iahp de las neuronasdel ganglio
simpático (Nohomi y Kuba, 1984; Pennefathery col., 1985; Kawai y
Watanabe, 1986; Goh y Pennefather, 1987). A potenciales por
encima de -40 mV, se activa un componente dependiente de
voltaje de la corriente de muscarina. Este se bloquea casi por
completo con el TEA, y parece idéntico a aquella corriente activada
por Ca2+ y dependientede voltaje, llamada a menudo corriente BK,
encontradaen esas y otras céluas (Marty, 1881; Barret y col., 1982;
Magleby y Pallota, 1983; Yellen, 1984; Marty y Neher, 1985; Lang y
Ritchie 1987; Neely y Linge, 1992).

Artalejo y col. (1993), hacen un estudio en células cromafines
bovinas cultivadas y concluyen la existenciade canales SK en ellas,

basándoseen la siguientes resultados:

a) La histamina, que produce un aumento del Ca
1> por interación

con receptores Hj, movilizándolo de los depósitos dependientesde
inositoles fosfato (retículo endoplásmico), genera una corriente de
salida en paralelo con el ascensode Ca

2+ a un potencial de -48 mV.
A -78 mV solo se observael ascensoen la concentraciónde Ca2+.

b) Los valores de los potenciales de reversión sugirieron que se
trataba de corrientes de K+ como se comprobó modificando la
concentraciónextracelular de éste.

c) La conductancia unitaria de los canales que mediaban esta

corriente fué de 3-5 PS.

d) Esta corriente se bloqueabapor apamina.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
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Desde los trabajos pioneros de Dale (1914) y Feldberg (1934), la

médula adrenal de gato perfundida ha constituido un excelente
modelo para el estudio de la liberación de catecolaminas en

respuestaa la estimulación del receptor muscarínico de la célula
cromafín (Lee, 1972; Kirpekar y col., 1982a y b; Borges y col., 1986;
Ballesta y col., 1989; Abad y col., 1992). Sin embargo, los
mecanismos íntimos implicados en la respuesta muscarínica no
están del todo esclarecidos.

Aunque el Ca2+ de los depósitos intracelulares contribuye a la
respuestasecretora, la mayoría del Ca> requerido para disparar y
mantener la respuestamuscarínica procede del medio extracelular
(Abad y col., 1992). Un hecho que está poco claro, es como este Ca2~
(Cae>) llega al interior de la célula, a través de la membrana
plasmática, hasta la maquinaria secretora. Hace algunos años se
sugirió la posibilidad de la existenciade un ionóforo asociadoa éste
receptor (Borges y col., 1987). Sin embargo, también podría ocurrir
que el Cae2+ accedieseal interior celular a través de los canales de
calcio dependientesde voltaje, tan importantes en las entradas de
Ca> en estas células. Sería. pués. interesante conocer como se
produce el aporte de Ca2~±~ de orken tanto intracelular, como

extracelular en la respuestamuscarinica

.

Por otro lado, se han descrito y caracterizado canales de K+
dependientes de Ca> de alta conductancia (BK) y de pequeña
conductancia (SK) en las células cromafines de la médula adrenal
bovina (Marty, 1981; Marty y Neher, 1985; Artalejo y Neher, 1993)
y de rata (Neely y Linge, 1992b). Estos canales juegan un
importante papel controlando el comportamiento eléctrico de la
membranacelular durante el potencial de acción. En consecuencia,
podría ocurrir que los canales de K+ dependientes de Ca2 +

estuvieran regulando la permeabilidad al Ca> y por ello, el proceso
secretor en las células cromafines de gato estimuladascon agonistas
muscarinicos. Por lo tanto, resultaría interesante indagar sobre la

existencia de estos canales SK en la célula cromafín del gato y su
papel en la respuesta muscarinica

.

34



Además de la técnicas de perfusión mencionadas,utilizaremos la
medida de las variaciones en la concentración de Cai> en célula
única aislada con la sonda fluorescente fura-2. Esto se realizará
paralelamente al estudio de la secreción de catecolaminas
provocada por la estimulación muscarínica. De esta manera,
podremos estudiar la movilización de Ca¡2+ ante el estímulo
muscarínico en distintas condiciones experimentales y establecer
paralelismos con la secreción.

A la vista de estos hechos en esta tesis doctoral nos proponemos
los siguientes objetivos

1) Indagar sobre la existencia de canales de K+ dependientesde
Ca2+ en las células cromafines de la médula adrenal de gato,
intentando encuadrarlosen los tipos descritos en células cromafines
de otras especies,o sea, canalesde K+ dependientesde Ca2+ de alta
(BK) o de baja (5K) conductancia iónica.

2) Estudiar el control de el posible papel de los canales de K~

dependientesde Ca2±en la secreción de catecolaminasmediada por
estimulación del receptor muscarínico de las células eromafines de
la médula adrenal de gato.

3) Profundizar en el mecanismo de la respuesta secretora
muscarinica estableciendoun paralelismo con las modificaciones de
la [Ca~J2~ e intentar con estos datos distinguir el origen, bien

extracelular, bien intracelular, del Ca2~ requerido para el
mantenimiento de la respuestasecretoraen el tiempo.
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MATERIALES Y METODOS
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Los experimentosrealizadosen este trabajo, se llevaron a cabo en

gatos de ambos sexos que pesaban 2’5-4 Kg. Estos animales, se

mantuvieron estabulados a temperatura controlada (20-220C) con

agua y alimentación “ad libitum

1.- ESTUDIOS DE LA LIBERACION DE CATECOLAMINAS ~
LA GLANDULA ADRENAL DE GATO PERFUNDIDA “IN VITRO”

.

1.1.- AISLAMIENTO Y PREPARACION DE LA GLANDULA
ADRENAL PARA SU PERFUSION.

Los animales se anestesiaron mediante la administración, vía

intraperitoneal, de pentobarbital sódico (50 mg.Kg’) disuelto en
etanol y agua destilada (1:4). Este anestésicono ejerce ningún efecto

sobre la secreción de catecolaminas.

Una vez que el animal se encontrabacompletamenteanestesiado
se procedía a practicarle una incisión a lo largo de la línea media
abdominal, para posteriormenteretirar las asas intestinales y dejar
ambas glándulas adrenales a la vista. La extracción de éstas se
realizaba tras la colocación de un cánula de polietileno en la vena

adrenolumbar y la ligadura de todas las vías de accesode sangre a
las glándulas (Dixon y col., 1975).

A continuación, la glándula canulada se perfundia
retrógradamente mediante una bomba peristáltica (Eyela), con
soluciones nutricias situadas en un baño a 370C. El líquido de
perfusión drenaba a través de pequeñasincisiones realizadas en la

corteza adrenal con una aguja hipodérmica, siendo recogido en
tubos de ensayo. Durante todo el tiempo que transcurría desde la
extracción de las glándulas hasta que finalizara el experimento,
éstas se colocaban en el interior de una cámara formada por un
pequeño embudo y tapada con “parafilm” para mantener la
temperaturay evitar la desecación (Fig. 1).
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Fig. 1. Perfusión de glándulas adrenales “in vitro”. Las glándulas
adrenales canuladas sc colocaron en un sistema dc perfusión propulsado por
una bomba peristáltica que llevaba las soluciones desde un baño a 37 0C donde
permanecían sumergidas y continuamente oxigenadas hasta las camaritas en
las que sc colocaban las glándulas. El líquido que salía se recogía en tubos de
ensayo sumergidos en hielo y que contenían ácido perclórico suficiente para
obtener una concentraciónen la muestra de 0,05 N.

Glándulas
adrenales

Recogida de
muestras

Bomba
peristáltica Oxígeno

Soluciones de perfusión
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1.2.- PERFUSION Y RECOGIDA DE MUESTRAS.

Las glándulas se perfundieron a un flujo de 6 ml.min-1, el cual

permite la recogida de muestras a intervalos muy cortos. Antes de
iniciar los experimentos,se dejaban transcurrir 90 mm a fin de que
la liberación espotáneade catecolaminasse estabilizara.

Todos los protocolos experimentales fueron precedidos por la
administración de dos pulsos de preparación” con el secretagogo
que se pretendieraemplear posteriormente, a fin de obtener una
respuesta secretora uniforme con la repetición de los estímulos

durante el experimento (Cárdenas y col., 1988). Los protocolos

experimentales concretos se describen detalladamente en el
apartado de Resultados.

Las muestras se recogieron a intervalos de 30 s en unos casos y

de 5 s en otros, en tubos sumergidosen hielo, que conteníanácido
perclórico en una concentración suficiente para alcanzar una final
de 005 N, con objeto de evitar la oxidación espontánea de

catecolaminas.

1.3.- DETERMINACION DE CATECOLAMINAS EN LAS
MUESTRAS DEL LIQUIDO DE PERFUSION.

1.3.1.- Medida de las catecolaminas totales.

El contenido total de catecolaminas (noradrenalina más

adrenalina) se determinó por fluorometría según la técnica de
Shellenberger y Gordon, (1971) con algunas modificaciones. El
fundamento de la determinación de catecolamínaspor este método
consisteen la oxidación con iodo de la totalidad de las catecolaminas
a pH 7, transformándolas en compuestos fluorescentes
(noradrenolutina y adrenolutina) que pueden ser medidos con un
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espectrofluorómetroa una longitud de onda de excitación de 380

nm y de 495 nm de emisión. Este método tiene la ventaja de que se

pueden procesar muchas muestras a la vez y de que es bastante
rápido.

El procedimiento consiste en tomar una alicuota de la muestra

que contiene las catecolaminasy llevarla hasta un volumen total de

1 ml con ácido perclórico 005 N. Para mantener el pH 7 se

adicionan 15 ml de tampón fosfato (la composición de los reactivos

se detalla en la Tabla III), a continuación se añaden 02 ml de
solución de iodo 01 N que actúa como agente oxidante.
Transcurridos exactamente2 mm se añaden 05 ml de sulfito sódico
en solución alcalina, esperando otros 2 mm, tiempo tras el cual se
añaden 400 jil de ácido acético glacial para estabilizar la
fluorescencia. En este momento, se introducen las muestras en una
estufa a 100 0C durante 3 mm y, seguidamentese enfrían en nevera
o hielo para incrementar la fluorescencia de los productos de

oxidación. Tras un tiempo en que alcanzan la temperatura ambiente,
se procede a la lectura de la fluorescencia, que se realizó con un

espectrofluorómetro Aminco-Bowman.

En los casos en los que se sospechaba la existencia de
fluorescencia intrínseca en los fármacos utilizados, se preparaba una

serie paralela de alícuotas de las muestras y se trataban de manera
análoga a las anteriores, con una sola diferencia, la adición del

sulfito sódico era anterior a la del iodo. De esta manera se valoraba
la posible fluorescencia del fármaco sin obtener los compuestos

fluorescentes derivados de las catecolaminas. Ninguno de los
fármacos utilizados poseía fluorescencia.

Simultáneamentea la oxidación de las alícuotas de las muestras,

se prepararon estándares externos de concentración conocida de
catecolaminasque se procesaron de manera análoga a las muestras
problema. Estos estándaresllevaban 100 ~xg (100 gí de 1 ng.ptt)
de catecolaminastotales de las cuales un 70% era noradrenalinay

un 30% adrenalina.
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TABLA III. SOLUCIONES UTILIZADAS PARA LA

DETERMINACION FLUOROMETRICA DE CATECOLAMINAS

.

Tamnón fosfato-EDTA

Na2PO4H
KPO4H2
EDTA
H20 cps 1

Solución 12 (01W

1K
12
H20

427
952
90

.000

g
g
g
ml

2g
05 g

40 ml

Solución alcalina de
Sulfito Sódico (125%’

)

Na2SO3
NaOH (SN)
H20

0’63 g
45 ml
5 ml
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Esta proporción se calculó a partir de la secreción diferencial de
catecolaminasobtenida con distintos agonistas muscarínicos en la
glándula adrenal de gato (Borges y col., 1986). Se utilizó también

cuando se empleabanconcentracionesdespolarizantesde K+, ya que
la proporción de catecolaminasfue similar. La relación entre la

concentración de catecolaminasy la fluorescencia emitida por los
productos de su oxidación es lineal en un amplio rango de
concentracionescomo se ha comprobadomediante la realización de
rectas de calibración.

El cálculo de la concentraciónde catecolaminasde las muestras a
partir de la fluorescencia que emiten se obtuvo teniendo en cuenta

la fluorescencia emitida por el estándar que corresponde a 200 ng

de catecolaminas. Los resultadosse expresancomo ng.30 s1 o como

ng.5 s4, según el tiempo de recogida de muestrasempleado.

1.3.2.- Determinación del contenido diferencial de
catecolaminas.

La determinación de la proporción de adrenalina y noradrenalina
en las muestras se realizó con la técnica de cromatografíalíquida de

alta eficacia (HPLC). El equipo que utilizamos constaba de una
bomba cromatográfica Perkin Elmer Series 10, un inyector
automático Gilson Model 401, con una válvula Rheodyne 7125 con
bucle de 50 pi y una columna rellena de Spherisorb 0D52 (C18) de
5 gm de tamaño de partícula y de una longitud de 5 cm y diámetro

interno de 4,6 mm. Este sistema estaba acoplado a un detector
electroquímico.

Para determinar el contenido en las distintas catecolaminas,se

utilizaron patrones externos de concentraciónconocida a partir de-
los cuales el aparato realiza una curva patrón. En nuestro caso se

introdujeron dos puntos por duplicado, uno que contenía 50 ng.mL 1
de noradrenalina y 50 ng.mL1 de adrenalina,y otro con 200 ng: 1
ml de cada una de ellas. Además se utiliza un patrón interno, la
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dihidroxibencilamina (DHBA), una amina sintética, cuya
concentración en los estándares y en las muestras era de 200
ng.mL1.

Las muestras,en las que previamente se habían determinado las

catecolaminas totales por fluorescencia, se diluían con ácido
perclórico 005 N de forma que alcanzasenuna concentración final
que se encontrase en el rango de los estándaresexternos. La
cuantificación de las catecolaminasera realizada por un integrador

de áreas que nos ofrecía los resultados en ng.mL1 mediante un
programa que comparabalos tiempos de retención y las áreas de
los distintos picos problema con las de los patrones.

II.- MONITORIZACION DE LOS NIVELES DE CALCIO
CITOSOLIC() EN CELULAS CROMAFINES FELINAS

.

11.1.- AISLAMIENTO Y CULTIVO DE CELULAS
CROMAFINES DE LA MEDULA ADRENAL DE GATO.

Las dos glándulas adrenales del mismo gato se aislaron y
canularon siguiendo la técnica quirúrgica descrita anteriomente. No
se practicaron agujeros en la corteza. Con objeto de eliminar los

eritrocitos y de preparar los vasos para el paso siguiente, se inyectó
a las glándulas, a través de la cánula, medio Locke sin Ca2~ ni Mg2+.
A continuación, se llevó a cabo la digestión de la médula inyectando
tres veces, a intervalos de 15 mm, í ml de medio de Locke sin Ca2~
ni Mg2~ que contenía un 025 % de colagenasa,un 05 % de albúmina
sérica bovina y un 001 % de inhibidor de tripsina de semilla de
soja. Las glándulas se mantuvieron todo ese tiempo a 370C.

Tras abrir longitudinalmente las glándulas, se raspó la médula
licuada, separándolade la corteza. La colagenasase lavó tres veces

con solución de Locke sin Ca2~ ni Mg2~ por centrifugaciones
sucesivas de las células a l2Oxg durante 10 mm; finalmente, las
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células se resuspendieronen medio de Dulbecco modificado por
Eagle (DMEM) suplementadocon 10% de suero fetal de ternera y
que también llevaba 10 gM de citosina arabinósido, 10 gM de
fluorodeoxiuridina, 50 U.m14 de penicilina y 50 gg.mL1 de

estreptomicina. Las células así obtenidas se sembraron en
cubreobjetoscirculares y se incubaron a 37 0C en atmófera saturada
de agua con un 5% de CO

2 y un 95% de aire. El medio se cambió a las
24 h y despuéscada dos días.

11.2.- MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE CALCIO LIBRE
CITOSOLICO EN CELULAS CARGADAS CON FURA-2.

El fura-2 es un indicador fluorescentepara el estudio de la señal
intracelular de Ca

2±(Grynkiewicz y col., 1985). Se hace entrar en la

célula en forma de éster de acetoximetilo (fura-2-AM); una vez en
el interior de la célula, el compuesto se hidroliza por esterasas
liberando el fura-2 ácido que queda asi retenido en el interior

celular (Fig. 2).

Para realizar nuestro experimentos, las células cromafines se

cargaron incubándolas con fura-2!AM (25 gM en solución de
Krebs) durante 45 mm a temperaturaambiente, tiempo tras el cual
se lavaron varias veces con medio de Krebs. Acto seguido, se
tuvieron durante 10 mm en la incubadora a 370C con objeto de

facilitar la entrada del fura-2/AM al interior celular.

Las células así preparadasse utilizaron para repetir algunos de
los protocolos experimentales de secreción de catecolaminas
realizados en las glándulas perfundidas para estudiar esos aspectos
desdeel punto de vista del Cai2+. Para ello, colocamos las células en

una camarita sobre la platina de un microscopio invertido Nikon
Diaphot mod. TMD para epifluorescencia,a la que acoplamos un
sistema de perfusión en el que el liquido llegaba a las células por
medio de una bomba peristáltica y se retiraba por aspiración
mediante vacío (Fig. 3).

44



A N(CH 2C00’j2
(CH 2C00->2

2CH20

CH3

FURA-2

Fig. 2. A. Estructura química del fura-2. E. Entrada dcl fura-2 al interior
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La superfusión se realizó con Krebs-Tris a temperatura ambiente
(25±20C). Las células se estimularon individualmente con

secretagogosintroducidos en finas pipetas de vidrio cuyo extremo,
de 2-4 gm de diametro, se situaba con la ayuda de un
micromanipulador a una distancia aproximada de 20 p.m de la

superficie celular. Estas pipetas van conectadas a un sistema de
eyección neumática de fármacos (Picospritzer II, General Valve
Corp.). Cuando se requería la incubación de fármacos, estos se
introducían con anterioridad al estímulo también en el líquido de
perfusión.

La medida de la fluorescenciadebida al fura-2 unido al calcio se
realizó, mediante un fotomultiplicador, en una sola célula cargada
con fura-2 que era excitada alternativamentecon luz de longitudes
de onda de 360 y 390 nm. La concentraciónde- [Ca>]i so- calculó a
partir de la razón de las señalesfluorescentesobtenidascon las dos
longitudes de onda de excitación (360 sobre 390) utilizando la

ecuación establecidapor Grynkiewicz y col. (1985):

[Ca2~J~= K~íy (R-Ro) ¡ (Ri-R) (1)

en la que Keff es la “constante de afinidad efectiva” para el Ca>,
es la razón de las fluorescenciasemitidas cuando la concentración

de calcio es cero, y R
1 correspondea la razón obtenida a [Ca

2+1¡que
saturan al indicador. Estas constantes de calibración se
determinaron experimentalmentepara nuestro equipo siguiendo el
procedimiento descrito por Almers y Neher (1985). Para ello, se
realizaron tres determinacionesen diferentes células dializadas en
la configuración de “célula entera” en la técnica de “patch clamp’
(1-lamilí y col., 1981), con varios tampones EGTA-Ca2~ que se
añadieron a la solución intracelular que rellena la pipeta. La adición
al medio intracelular de 10 mM ECTA o de 10 mM CaCl2 nos
permitió medir directamente los valores de R

0 y R1. Por otro lado,
Keff se determinó mediante la ecuación (1), llevando a cabo una
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Ordenador

F¡g. 3. Medida de la concentración de calcio intracelular con la sonda
fluorescente fura-2. Las células cargadas se colocaban en la platina de un
microscopio y sc excitaban alternativamente con luz de longitudes de onda de
360 y 390 nm. La fluorescencia emitida se recogía en un fotomultiplicador y
se analizaba en un ordenador. Las soluciones se superfundian con una bomba
peristáltica y sc retiraban por aspiración mediante vacío.

t —

Pipeta aplicación
fármacos

Soluciones
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tercera medida de la razón de la fluorescencia emitida por una
célula que había sido dializada con una solución que contenía 66
mlvi de EGTA-Ca2~ y 33 mM de EGTA que proporcionabauna [Ca>]i
de 03 gM. Las señalesde fluorescenciase recogieron cada 05 s en
un ordenador que convertía continuamente las relaciones de
fluorescenciaen valores de [Ca>Ji.

III.- SOLUCIONES Y FARMACOS UTILIZADOS

Tanto para la perfusión de glándulas como para la superfusiónde
células, la solución base utilizada fue la de Krebs-Tris, los fármacos
se disolvieron en esta solución.

La solución de Krebs-Tris tenía la composición siguiente (mM):

NaCí 134
Ka 59
MgCI

2 1 ‘2

CaO2 25
Glucosa 11
Tris-(’hidroximetil)-aminometano 1 0

Una vez preparada la solución, se gasificó con 02 puro y se
mantuvo en un baño a 37±2

0C hasta que alcanzó esta temperatura.
Despuésse ajustó el pH a 74 con MCI.

Cuando se requirió utilizar soluciones con concentracionesde K+
de 59 mM, se retiraron del medio cantidadesequiosmóticasde NaCí

a las de KCL. Cuandose trabajó en ausenciade Ca>, se retiró el CaCI
2

sin que este catión se reemplazasepor sustanciaalguna, pués el
cambio en la osmolaridad que se produce es tan pequeño que no
afecta a la respuestasecretora(Ladona y col., 1984).
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Cuando se trabajó con el Bay K 8644 ó con la isradipina se utilizó
luz de sodio pués debido al grupo nitro presenteen el grupo arilo,

éstas moléculas son fotosensibles.

La sonda fluorescente fura-2/AM se disolvió inicialmente en
dimetilsulfóxido (DM50) y posteriormente,se diluyó con sonicación

en un baño de ultrasonidosen una solución de Krebs.

IV.- ANALISIS ESTADíSTICO

Los datos aparecen expresadoscomo la media ± error estándar
de la media. La significación estadística de la diferencia entre la
medias de dos grupos de datos se obtuvo aplicando el test de la t de
Student. Los valores de p menores de 005 se consideraron
significativos.

49



RESULTADOS

50



1.- MODULACION POR LOS CANALES DE LQ±~±O

DEPENDIENTES DE CALCIO DE LA RESPUESTA SECRETORA

MJDIAJ2X....POR EL RECEPTOR MUSCARINICO EN MEDUI A

ADRENAL DE GATO

.

1.1.- EFECTO DE LOS DISTINTOS BLOQUEANTES DE LOS
CANALES DE POTASIO DEPENDIENTES DE CALCIO SOBRE LA
RESPUESTA SECRETORA PRODUCIDA POR LA ESTIMULACION
DEL RECEPTOR MUSCARINICO EN GLANDULA ADRENAL DE

GATO PERFUNDIDA.

1.1.1.- Respuesta secretora producida por la activación

repetida del receptor muscarínico.

Para realizar este estudio, el primer paso seguido fue la elección

de un protocolo experimental que permitiera la estimulación
repetida de las glándulas adrenales perfundídas de gato y la
obtención de respuestas secretorasde magnitud similar. También
se buscó que la liberación de catecolaminasfuera suficientemente
grande como para que se pudiera observar con claridad su
variación como consecuencia de las distintas condiciones
experimentalesen las que era estudiada.

Seleccionamosun agentemuscarinico, la metacolina, sobre el cual
existe abundante literatura en la que se corrobora su eficacia como
agonista puro del receptor muscarínico de glándula adrenal de gato
(Abad y col., 1992; Borges y col., 1987). Para elegir un tiempo de

estimulación adecuado, se realizó un protocolo en que se aplicaban
pulsos de metacolina 100 gM de 5, 10, 20, 30 y 60 s de duración,
recogiéndosedel líquido de perfusión que manaba de la glándula
durante 90 s (Fig. 4). Con 10 s de estimulación encontramosque la
respuestaera adecuaday reproducible.
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En la Fig. SA, se representael perfil de la respuesta secretora
producida por un pulso de 10 s de 100 kM de metacolina. Al
tiempo cero se muestra el valor de la secreción basal debida a la
liberación espontáneade catecolaminasdurante los 30 s previos al
pulso ( 78 ±7 ng.30 s-l). Los tres puntos siguientes correspondena
la respuestaproducida por la metacolina; como se puede observar,
la secreción aumenta hasta un pico en los 30 primeros segundos,

cayendo rápidamente en las dos muestras posteriores. La mayor
parte de la secreción producida se recoge en la primera muestra,

siendo el contenido de la última ya cercano a la secreción basal.

La liberación neta de catecolaminas se calculó restando la
secreción basal al conjunto de las tres muestras que corresponden
al pulso. Tras repetir el experimento 32 veces, fue de 805 ± 164
ng.pulso-l (media ±error estándar).

El mantenimiento de un mismo nivel de secreción tras estimular
repetidas veces las glándulas durante 10 s con metacolina, se

comprobó aplicando seis pulsos iguales con un intervalo entre ellos
de 15 mm. Como se puede observar en la Fig. 5B, se obtiene una
buena reproducibilidad de las respuestas,con un error detectable
de estímulo a estímulo de un 10%.

1.1.2.- Efecto de la d-tubocurarina sobre la respuesta
secretora muscarinica.

1.1 .2.1.- Potenciación por la d-tubocurarina de la respuesta
secretora producida por estimulación del receptor

muscarínico.

La d-tubocurarina (DTC) es un inhibidor de la conductanciaal K~
dependientede Ca> en células de ganglio simpático de sapo (Nohmi
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Fig. 5. (A) Perfil correspondiente a la liberación de catecolaminas
producida por un pulso dc 10 s de metacolina (100 ±M) administrado a
glándulas adrenales de gato perfundidas. Tras recoger los 30 s previos al
pulso para determinar la secreción basal (0 en abcisa), se recogieron tres
muestrasmás de 30 s, la primera de ellas durante los 10 s dc estimulación y 20
s mas en Krebs-Tris, y las otras dos en Krebs-Tris. El area bajo la curva se
obtuvo tras sustraer la liberación basal a cada una de las tres muestras de 30
s. Los datos son media ± error estándar de 32 pulsos de metacolina en
diferentes glándulas. (E): Liberación neta de catecolaminas producida por
pulsos sucesivos de metacolina (100 kM durante 10 s) administrados a
intervalos de 15 mm. Los datos son medias de 2 glándulas.
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y Kuba, 1984), de corrientes de salida de K~ inducidas por
inyecciones de Ca> en células hibridas NG 108-15 de
neuroblastomax glioma de ratón (Brown y Higasida, 1988) y de la

salida de K~ mediada por Ca2~ en hepatocitos de cobaya (Cook y
I-Iaylett, 1985). Parecía, por lo tanto, interesante ensayar el efecto

de esta molécula sobre la liberación de catecolaminasproducida por
la estimulación muscarinicade la glándula adrenal de gato.

Para realizar este estudio (Fig. 6), elegimos un protocolo en que
estimulamos cada 15 mm las glándulas con metacolina. Un primer

pulso control evidenciaba la respuestasecretora de la metacolina
sola. En los cuatro pulsos siguientes se introdujeron concentraciones
crecientes de DTC en un rango comprendido entre I0~ y ío~ M,
puesto que los efectos de DTC descritos anteriormente se
observaban a concentracionesmicromolares. Cada concentración
estuvo presente 5 mm antes del pulso y a lo largo de las tres
muestras de 30 s en que se valoraba la respuestaproducida.

Como se puede observar, la DTC incrementa la secreción de
catecolaminasmediada por la metacolina y este efecto dependede
la concentración.Ya con 10-6 M de DTC se puede apreciarun visible
incremento en la señal secretora. Cuando la concentraciónutilizada

fue de ío~ M la secreción se duplicó (1.646 ± 171 ng), y cuando
fue de ifr4 M la señal alcanzó 1.966 ±232 ng.

Con estos resultadosse puede hacer un cálculo aproximado de la

EC
5g para la DTC como potenciador de la secreción, obteniéndose un

valor de 10 ytM. cifra que se encuentraen el rango descrito en la
literatura para bloquear canales de K+ dependientesde Ca> (Nohmi
y Kuba, 1984; Cook y Haylett, 1985).
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1.1.2.2.- Ausencia de un efecto nicotínico en la potenciacion
por d-tubocurarina de la respuestasecretora.muscarínica

Se sabe que tanto la DTC (Abad y col., 1992) como el hexametonio

(Jaanus y col., 1967) y la mecamilamina (Borges y col., 1986),
bloquean totalmente la respuestanicotínica en médula adrenal de
gato. Por este motivo pensamos en la posibilidad de que la
potenciación de la respuestasecretora inducida por la metacolina
estuviera relacionada con una inhibición por la DTC del receptor
nicotínico en la célula cromafin felina.

Para explorar esa posibilidad se utilizó el mismo protocolo
anterior en el que se ensayaron concentracionescrecientes de
hexametonio y de mecamilamina, entre 1V M y loÁ M. Estas
moléculas bloquean la respuestamediada por el receptor nicotínico
ganglionar en ese rango de concentraciones.Los resultados se
incluyen también en la Fig. 6. Se puede observar una ausenciade
efectos sobre la secreción de catecolaminasmediada por el receptor
muscarínico, tanto para el hexametonio como para la
mecamilamina. Estos resultadosson coherentescon el hecho de que
el hexametonio bloquea la salida de K+ mediada por Ca2+ en
hepatocitosde cobayacon mucha menos potencia de lo que lo hace
la DTC (Cook y Haylett, 1985).

Otra forma de confirmar que el receptor nicotínico no esta
implicado en la potenciaciónde la respuestamuscarínicapor la DTC
consistió en estudiar la posible interacción entre ésta, el
hexametonio,y la mecamilamina(Fig. 7). Para ello, estimulamos las
glándulas ocho veces con pulsos de metacolina de las características
habituales, a intervalos de 15 mm. Hemos denominado P

1 al pulso

control con metacolina. P2, P3 y ¼son pulsos de metacolina que
han sido acompañadosdesde 5 mm antes y durante la recogida de
muestras con hexametonio, mecamilamina y DTC respectivamente,
(100 ~iM en los tres casos).
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Como se puede observar, P2 y P3 son equiparablesal control (Pi)
en cuanto a la magnitud de la respuestasecretora. Sin embargo,P4,

pulso de metacolina acompañadopor DTC, alcanzó un valor cuatro
veces superior al del control. Cuando se combinó DTC con
hexametonio (P6), o hexametoniocon mecamilamina(P’fl, no vimos

una mayor potenciaciónque en el casode la DTC sola.

En estos experimentos se estudió también la reversibilidad del
efecto de la DTC. Para ello se aplicaron dos pulsos, P5 y P8, después
de aquellos en los que la metacolina acompañabaa la DTC. En ellos
el valor de la secreción era análogo al control, comprobándoseasí
que la DTC es una molécula que se “lava” perfectamenteen el
tiempo de 15 mm que transcurrió entre los diferentes pulsos.

1.1 .2.3.- Dependenciade la respuestamuscarínicay su
potenciación por d-tubocurarinadel calcio extracelular.
Efecto del Bay K 8644 y de la isradipina.

Es sabido que la respuestasecretoramediada por metacolina en
las glándulas adrenales de gato perfundidas depende en gran

manera del Ca> extracelular(Cae>) (Borges y col., 1987; Ballesta y
col., 1989; Abad y col., 1992). Por este motivo, se pensó que seria
importante saber hasta que punto la potenciación de la señal
muscarínicapor la DTC dependíade esta fuente de Ca>.

Con esta finalidad, se diseñó un protocolo experimental muy
sencillo. Se aplicó una pareja de pulsos, el primero de 10 s con
metacolina (100 gM) y el segundo, 15 mm después,con metacolina

más DTC (100 gM) incorporada en el liquido de perfusión 5 mm
antes del pulso. Esta secuenciase repitió en ausenciade Ca

2+ en el
medio extracelular desde 10 mm antes de la entrada del

secretagogo.En el pulso control inicial se secretaron alrededor de
500 ng de catecolaminas(Pí en la Fig. 6), mientras que en P

2, la DTC
potenció esta señal dos veces y media aproximadamente. La
retirada del Cae

2+ 10 mm antes y durante el estímulo, suprimió la
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respuesta secretora tanto para metacolina sola (P3), como para

metacolina más DTC (¼).La reintroducción del Ca> en la solución
de perfusión durante los 15 mm siguientes, produjo la recuperación
completa de la respuesta durante el pulso siguiente, dato no
reflejado en la Fig. 8.

Si el Cae
2+ es crítico para el control de la respuestasecretora

producida por metacolina y su potenciación por la DTC, existe la
posibilidad de que en la estimulación muscarínicaen presencia de
DTC, el Ca2+ accedieraa la maquinaríasecretoraa través de una vía
de entrada sensible a dihidropiridinas (DHP). En este sentido se
utilizaron dos, la isradipina, un bloqueante selectivo de los canales
de Ca> tipo L (Hof y col., 1984) y el Bay K 8644, un activador de
estos mismos canales (Schramm y col., 1983).

Para estudiar este aspecto, se estimularon las glándulas
adrenales ocho veces alternando dos secretagogos,la metacolina

(100 RM durante 10 s) y una concentracióndespolarizantede K+,
(35 mM, durante 10 s), separados20 mm (Fig. 9). En la primera
pareja de pulsos la respuestasecretoraa metacolina alcanzó 924 ±
109 ng (Pi) mientras que el K~ (P

2) produjo una secreciónde 2.466
± 916 ng de catecolaminas.Estas secrecionesiniciales debidas a
metacolina y a K+ se normalizaron al 100% y el resto de los pulsos
se expresaron como porcentajes de sus respectivas señales
secretoras iniciales.

En la segundapareja de pulsos se introdujo la DTC (100 gM) de
la manera habitual, y potenció a 187 ± 22 % y a 186 ±57% las

señales de metacolina y de K
4 respectivamente(P3 y P4 en Fig. 9).

La siguiente pareja de pulsos se aplicó en presencia continua de
isradipina (l0~ M). En esas condiciones, las respuestassecretoras

cayeron a un 32 ±8 % (con metacolina) y hasta un 18 ±2 % (con
K~). Cuando los secretagogosse aplicaron en presenciade DTC, las
señalesdisminuyeron a un 29 ±4 % para la metacolina y a un 16
±7 % para el K~.
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En la Fig. 10 se muestra un experimentosimilar al anterior pero
en el que se utilizó Bay 1< 8644 (10~6 M). Esta molécula estuvo
presente continuamente en los cuatro últimos pulsos. Esta DHP
agonistaaumenta la respuestaa metacolina a un 188 ±20 % (PS) y
a potasio 35 mM a un 661 ±162 % (P6). Es interesanteseñalar que
la potenciación por el Bay K 8644 de la respuestaa la metacolina

fue mucho mayor en presenciade DTC (407 ±82 %) que cuando la
metacolina se utilizó sola (compárenselos pulsos P7 con PS en la Fig.
10). Finalmente, el aumento por Bay K 8644 de la respuesta

secretorade la combinación DTC más K~ fue similar (646 ±154 %)
a la obtenida cuandoel K+ se utilizó solo.

En conclusión, parece que las respuestassecretorasmediadas por
el K+ son sustancialmentemás sensibles a las DHPs que que las
inducidas por la metacolina. Sin embargo, la conducta de el Bay K
8644 respectoa la combinación de la DTC más metacolina recuerda
mucho a la respuestacon el K+. Da la impresión de que la DTC

sensibiliza la respuestamuscarinica a los efectos potenciadoresde
el Bay K 8644, probablementeporque los canales de Ca2+ sensibles
a las DHPs están siendo reclutados mejor en esas condiciones que
cuando se utiliza la metacolina sola.

1.1.3.- Efecto de apamina sobre la respuesta secretora
producida por estimulación del receptor muscarínico.

Se ha demostrado recientemente que la apamina inhibe las

corrientes SK en células cromafines bovinas (Artalejo y col., 1992).
Por ese motivo parecía interesante probar su efecto sobre la
respuestasecretoramuscarinicade la glándula adrenal de gato.

En el protocolo experimental diseñado con ese fin se aplicaban
cuatro pulsos de metacolina (100 gM) de 10 s de duración. Los dos
primeros eran controles y originaban una secreción de
catecolaminasaproximada de 600 ng (Fig. 11). En presencia de
apamina (10-6 M), presente2 mm antes del pulso y durante la

63



(n=4)
u, 1000
<u

e
800

oa>
4-
0—’<>.3 600
‘0e

cuO

400
e —
‘o
o
CV 200a>
.0
.fl

o

Bay 1< 8644 <1 wM)

Fig. ¡O. Efecto de Bay K 8644 sobre la secreción de catecolaminas
provocada por metacolina, K+ en presencia o ausencia de d-tubocurarina.
Cuatro pulsos de memacolina (100 gM durante 10 s) se alternaron con cuatro
de K+ (35 mM durante 10 s). La secreciónobtenida en los dos pulsos controles
(P1 y P2> se normalizó como el 100% dc la secreción y la de los seis pulsos
siguientes se expresó como porcentaje de sus respectivas señales secretoras
iniciales (metacolina o K+ ). Las condiciones experimentales
correspondientesa cada pulso se señalan bajo cada columna (M, metacolina;
K~, potasio; DIC. d-tubocurarina). El Bay K 8644 (1 ~.tM) estuvo presentedesde
15 mm antes de P5 y hasta el final del experimento. Los pulsos se daban cada
20 mm. Los datos son media ± error estándar del número de glándulas
indicadas entre paréntesis. * p<0’Oi respecto al control.
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Fig. 11. Electo de la apamina sobre la secreción de catecolaminas
producida por la metacolina (100 gM durante 10 s). Se administraron cuatro
pulsos de metacolina a intervalos de 15 mm. Los dos primeros son controles
de la respuestasecretora (C), el tercero se dió en presenciade apamina (10-6
M) presente desde 2 mm antes, durante el pulso de metacolina y durante la
recogida de las tres muestras de 30 s, y el cuarto pulso se aplicó con
metacolina sola 15 mm despuésdel lavado de la apamina. Los resultadosson la
media ±error estándardc seis experimentos. * p<0’OI respecto al control.
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recogida de muestras correspondiente,la respuestasecretora se vió
incrementada 5 veces, hasta 2.000 ng aproximadamente.Tras el

lavado de la apamina un nuevo pulso control dio una respuesta
extremadamenteelevada (1.379 ± 658 ng), quizás porque la
apamina se lave muy lentamente. La apamína, pues, causó un
drástico aumento de la respuesta secretora inducida por la
estimulación del receptor muscarinico.

1.1.4.- Efecto del tetraetilamonio.

El tetraetilamonio (TEA) es un clásico bloqueante de los canales
BK en varios tipos celulares (Blatz y Magleby, 1987), entre ellos las
células cromafines bovinas (Marty y Neher, 1985).

Con objeto de estudiar su efecto sobre la respuesta secretora
mediada por metacolina, se administraron a las glándulas adrenales

ocho pulsos de metacolina (100 gM) de 10 s de duración a
intervalos de 15 mm (Fig. 12). Los dos primeros pulsos se tomaron
como controles; los cinco siguientes iban acompañadospor TEA en
concentracionescrecientesde 1, 3, 10, 20 y 30 mM, desde 10 mm
antes del pulso, durante éste y todo el tiempo de recogida de las
muestras correspondientes. Ninguna de las tres primeras
concentracionesde TEA modificaban la cantidad de catecolaminas
secretadasrespecto del control. Sin embargo, a 20 y 30 mM se
potenciaba intensamentela señal secretora, siendo a 30 mM la
secreción de catecolaminascuatro veces el valor del control. Este
efecto era totalmente reversible tras el lavado del TEA
obteniéndoseunos valores equiparables a los dos primeros en el
octavo pulso.
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F¡g. 12. Electo del tetraetilamonio (TEA) sobre la secreción de
catecolaminas producida por metacolina (100 gM durante 10 s). Se aplicaron
8 pulsos de metacolina a intervalos de 15 mm. Los dos primeros se utilizaron
como controles y en los cinco siguientes se introdujeron concentraciones
crecientesde TEA (desde 5 mm antes del estímulo y durante toda la recogida
de muestras correspondientesa éste). El último muestra la reversibilidad del
efecto. Los datos son media ±error estándar de tres glándulas, excepto para
TEA 20 mM que procedede una sola glándula. * p<0’O1 respecto a los controles
iniciales.
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1.1.5.- Efecto de la apamina, la d-tubocurarina y el
tetraetilamonio sobre la secreción basal de catecolaminas.

En la Fig. 13 se reflejan los resultados de los experimentos

encaminados a estudiar una posible acción de estas moléculas
bloqueantes de canales de K+ sobre la liberación espontáneade

catecolaminas.En el protocolo experimental se administrabantras el
tiempo de equilibrado, el TEA (30 mM), la DTC (100 ¡tM) o la
apamina (01 kM) durante 330 s, mientras se recogían muestras de
30 s de forma continua. Antes de la introducción de cada uno de

ellos se tomaban dos muestras de 30 s para determinar la secreción
basal,que era de 40 ±38 ng.30 s1 (n=26).

La gráfica demuestraque ni la apamina ni la DTC modificaban la

secreción basal. En contraste,el TEA aumentó 20 veces la liberación
espontáneade catecolaminas,hasta un pico de 800 ng.30 s-1 que
luego declinó a una meseta de aproximadamente400 ng.30 s~

1.2.- EFECTO DE APAMINA Y D-TUBOCURARINA SOBRE LA
SEÑAL DE CALCIO INTRACELULAR.

La secreción de catecolaminasproducida por estimulación del

receptor muscarínico va siempre pareja a un incremento de la
[Ca2~1~.Por ello, quisimos saber qué ocurría con el Cai2+ al estimular

el receptor muscarínico con la metacolina y cuando potenciabamos
la acción de esta con la DTC o la apamina.

Para estudiar un posible efecto de la DTC sobre la concentración

de [Ca>li se aplicaron dos pulsos de metacolina de 10 s de duración
separados15 mm, y en el segundo de ellos se introdujo la DTC
desde 5 mm antes del pulso (Fig. 14). El primer pulso originó una
subida de la [Ca2~Ii inmediatamentedespuésde la aplicación de la
metacolinaque alcanzó un pico de aproximadamente1 gM y que
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gato. Tras la estabilización de las glándulas se introdujeron el tetraetilamonio
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Fig. 14. Variaciones en la [Ca2+]i en una célula cromafín de gato cargada
con fura-2 y estimulada con metacolina en presencia y ausencia de apamina.
La célula cargada con fura-2 se estimulé 2 veces desde una pipeta situada
cerca de su superficie; la primera vez con metacolina sola (100 gM, 10 s), (A)
y la segunda con metacolina más 01 ~iM de apamina presente desde 2 mm
antes y durante todo el tiempo de este segundo registro (B) Las barras
horizontales que aparecen encima de los trazados indican la aplicación de la
metacolina y en la parte inferior se indica el tiempo.
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cayó paulatinamentehasta los niveles basales de [Ca2~J~ (100 nM)
en los 30 s siguientesal pulso de metacolina (Fig. 14A).

La superfusión con DTC (100 gM), no modificó los niveles basales

de [Ca2~t; sin embargo, modificó claramenteel perfil del pulso de
metacolina respecto del control. En este segundo pulso se produjo

una subida de ICa2~]i ligeramente superior a la del primero (1.300
nM), pero el curso temporal de la señal de Ca> era bastante

diferente, ya que la ICa2+Ji permanecíaelevadahasta 10 s después
de que el pulso de metacolina terminara (Fig. 14B). Este efecto de la
DTC era reversible pués tras 10 mm de lavado un nuevo pulso
control produjo un perfil similar al primero (no se muestra).

En la Fig. 15 se representanlos resultados obtenidos al repetir
este mismo protocolo utilizando la apamina,en lugar de la DTC. En
el primer pulso, la metacolina produjo un ascenso de la [Ca+21i
hasta un pico de 2 RM que fue seguido por la usual fase de caída

(Fig. ISA). La apamina (01 gM) no varió la [Ca2~]~ basal; sin
embargo, produjo un incremento del pico de hasta 35 gM tras la
aplicación de la metacolina (Fig. 15B). Aparecía de nuevo la meseta
despuésdel pico, como en el caso de la DTC y posteriormentela
[Ca2+Ji caía gradualmente hasta los niveles basales. Es asimismo de
destacar la aparición de oscilacionesde [Ca+2]i que eran mayores en
presencia de apamina. Tras lavar 15 mm la apamina, el pico de
[Ca2±]i se manteníapotenciado (no se muestra).
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Rg. 15. Variaciones en la LCa2~L en una célula eromafín de gato cargada
con fura-2 y estimulada con metacolina en presenciay ausenciade la DTC. La
célula cargada con fura-2 se estimulé 2 veces desde una pipeta situada cerca
de su superficie: la primera vez con metacolina sola (100 j.tM, 10 s) (A), y la
segunda con metacolina más 100 jxM DIC. presente desde 5 mm antes y
durante todo el tiempo de este segundo registro (B). Las barras horizontales
que aparecen encima de los trazados indican la aplicación de metacolina y en
la parte inferior se indica el tiempo.
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II.- COMPONENTES FASICO Y TONICO DE LA SECRECION
MUSCARINICA. ORIGEN DEL CALCIO REOUERIDO PARA
CADA UNO DE ELLOS

.

11.1.- ESTUDIO DEL CURSO TEMPORAL DE LA RESPUESTA
SECRETORA MEDIADA POR ESTIMULACION DEL RECEPTOR
MUSCARINICO EN LA GLANDULA ADRENAL DE GATO.

Para realizar este estudio se diseñaron protocolos que permitían

dibujar con precision el perfil secretor que se desarrolla tras la
estimulación del receptor muscarínico de la glándula adrenal de
gato perfundida. En otros trabajos, esta observación no se había
llevado a cabo, probablemente debido a que las condiciones

experimentalesno eran lo suficientementesensiblescomo para ello,

bien, porque la velocidad de perfusión era baja (1 ml.min-1), o
bien, porque las muestras fueron recogidas a intervalos de tiempo
demasido largos (2 mm) (Kirpekar y col., 1982; Ladona y col.,
1987).

En nuestro trabajo, utilizamos una velocidad de perfusión de 6
ml.min-1. Con este flujo es posible recoger muestras de 5 s que

equivalen a un volumen de 500 gí de liquido. La recogida de
muestras a tiempos tan cortos se realizaba midiendo el número de
gotas que manabande la glándula en cinco segundosy colectando

éste número por tubo. De esta manera se recogían volúmenes
homogéneosen todas las muestras. El tiempo durante el que se
estimulaba con metacolina (100 kM) fue generalmentede 3 mm.

El perfil secretor así obtenido en un experimento tipo se recoge
en la Fig. 16A. Tras 1 hora de perfusión con Krebs normal para

equilibrar las glándulas, se aplicaron dos pulsos “fantasmas” de
metacolina (100 gM) de 5 mm separados 30 mm, cuya
secreción no era analizada. Las estimulaciones sucesivas iban
precedidasde la recogida de diez muestras que se valoraban con
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Fig. 16. Experimento que muestra el perfil secretor que se dibuja pan 1a
estimulación con metacolina durante 180 s en ausencia y en presencia de
apamina. (A): La glándula se estimuló durante 180 s con metacolina (100 kM)
y se recogieron muestrasdc 5 s durante todo ese tiempo. (II): 30 mm después,
se estimuló con metacolina acompañadapor apamina (10-6 M), desde 2 mm
antes y hasta el final del experimento). Se recogieron 10 muestras antes y
despuésdel estímulo para valorar la liberación basal y el lavado del fármaco
respeeliv amente.
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objeto de conocer la liberación espontáneade catecolaminas,que
era de 30 ng.5 s1.

La introducción de la metacolina en el líquido de perfusión,

causaba un rápido incremento en la cantidad de catecolaminas
secretadas,formando un pico de aproximadamente300 ng.5 s 1
durante primera muestra recogida. La metacolina, por lo tanto,
elevaba la secreción diez veces sobre la basal. Durante los
siguientes 10 s de estimulación, la velocidad de secreción caía

rápidamentehasta una meseta de 138 ng.5 s~. A partir de aquí, la
secreción declinaba muy lentamente y al final, a los 180 s de
estimulación, alcanzó un valor de unos 75 ng.5 st El lavado de la
metacolina, tras ser retirada del liquido de perfusión, llevaba
rápidamente la secrectón a los valores basales.

Con estas condiciones experimentales quedó claramente

establecido que la respuesta secretora producida por la
estimulación del receptor muscarinico de médula adrenal de gato se
puede desdoblar en dos componentes:un primer componentefásico

de corta duración, formado por un pico que cae rápidamente,y un
segundo componente tónico, continuación del anterior, que forma
una meseta y que se desensibilizamuy lentamente.

Es de señalar cómo esta lenta desensibilizaciónde la respuesta

secretoramuscarínica contrasta con la brusca caida que se observa
cuando se estimula el receptor nicotínico de la médula adrenal
(Kirpekar y col., 1982b; Ladona y col., 1987).

11.2.- MODULACION POR LA APAMINA DE LOS
COMPONENTES FASICO Y TONICO DE LA RESPUESTA
MUSCARINICA.

La observación de que la respuesta secretoramuscarínica poseía
dos fases despertó nuestro interés por conocer como influirían las
moléculas bloqueantes de canales de potasio dependientesde Ca>
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en las mismas. Dada la llamativa potenciación de la respuesta
muscarinica que se había encontradocon la apamina, se pensó que

sería interesantesu utilización con este propósito.

Para ello, se estimuló una glándula adrenal con metacolina (100

kM durante 180 s) en presencia de apamina 01 gM. 30 mm
después de haber sido estimulada con metacolina durante el mismo
periodo de tiempo (Fig. 16B). Una vez recogidas cinco muestras
basales, se introdujo la apamina 0’l gM, 2 mm antes del pulso,
comprobándosede nuevo que no modificaba la secreción basal de
catecolaminas.Tras la introducción de la metacolina junto a la
apamina, la secreción basal (30 ng.5 s-l) aumento

aproximadamente40 veces hasta 1.234ng.5 s4. En los siguientes
15 s, la liberación de catecolaminascayó hasta 350-370 ng.5 51•
Durante el restante periodo de estimulación, esta cantidad se
mantuvo estable, con ligeras oscilaciones entre 160 y 300 ng.5 w1.

Tras el lavado de la metacolina, la secreción fue cayendo
rápidamente.Esta caída no fue tan marcadacomo en el caso en que
la estimulación se había realizado solamente con metacolina.

En la Fig. 17 se recogen los resultadosde diecisiete experimentos
realizados estimulando con la metacolina sola y de nueve con
metacolina en presenciade apamina, utilizando el protocolo descrito
anteriormente. Como se puede observar, cuando se utilizó la
metacolina sola, el pico de la fase inicial de la estimulación
muscarínica alcanzaba349 ±74 ng.5 s~ y la meseta oscilaba entre

200 y 250 ng.5 5~1• En presencia de apamina el pico aumentó hasta
704 ±91 ng.5 s1 y la meseta oscilaba entre 400 y 500 ng.5 s1 de

catecolaminas.

Para cuantificar la potenciación de la secreción fásica y tónica
producida por la apamina, calculamos separadamentelas áreas

correspondientesal pico y la meseta, tanto en el caso de producirse
con metacolina sola, como cuando iba acompañadapor apamina. En
la Fig. 18 se reflejan los resultados.Consideramos30 s como la
duración del componentefásico y calculamos su magnitud sumando

76



1200 -

<~ 1000-u,
&
e
Ci,
CC 800-
e

o
U 600-o>
o
a>
‘0 400-
e
•0
o
<U
5-O 200D

0-
———-~ Tiempo

Liberación

basal Metacolina (100 ±M) Lavado

Apamina (a’1 pU)

Fig. 17. Efecto de la apamina (01 jiM) sobre el curso temporal de la
secreción de catecolaminas producida por metacolina (100 ¡tM). Los datos de
esta figura proceden de experimentos en los que se estimularon las glándulas
con metacolina, en ausencia (control) y presencia de la apamina en
experimentos análogos a los descritos en la Fig. 13. Los datos son media ±
error estándar del numero de glándulas que se muestran en la figura.

Control (n=17>

—o—--— Apamina (n=9>

1- -II- II- -fh
50s SOs iBOs 50s

77



15

LI Control <n=17)

•

*

O>

<A
<Ue
~ 10
.5ua>
4-
<U
4.>
a>
‘0
<u
4-
a>e
e 5‘o
u
CV
3.-a>
.0
-J

o

Fig. 1W Análisis cuantitativo de los componentes fásico y tónico de las
curvas de secreúón (representadasen la Fig. 17) debidas a la estimulación
con metacolina duranie 180 s en presencia y ausencia de apamina. Para
estimar las arcas dci pico de secreción transitorio, se sumó la secreción
correspondiente a las 6 primeras muestras (30 s) de la estimulación
muscarínica tras restar de ellas la liberación basal. La secreción debida a la
fase tónica sc calculó de la misma manera utilizando las 30 muestras
siguientes al pico, y antes de empezar el periodo de lavado. Los datos son
media ± error estándar del número de experimentos mostrados entre
paréntesis. * p<O’OO 1 respecto a los controles.
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las seis muestras que lo componían, y restándoles la secreción
basal. Las muestrasque constituían los restantes 150 s, es decir, la

fase tónica, se trataron de igual manera.

Los resultados de estos cálculos mostraban que tras la
introducción de metacolina, el pico inicial alcanzaba 106 ±018

gg, mientras que en presencia de apamina era de 394 ±036 p.g
(p < 0’01). La meseta o fase tónica era de 2’95 ±036 gg en el
primer caso y de 6’73±l’22gg en presenciade apamina (p < 0’01).
Las arcas de las curvas de secreción completas tras restar la

secreción basal eran de 401 ±048 gg y de l0’67 ± 19 gg sin y
con apamina, respectivamente(p < 001).

Con estos datos observamosque la potenciación de la respuesta
secretora de la metacolina por la apamina se produce más
marcadamenteen el componentefásico (4 veces) que en el tónico
(2 veces).

11.3.- EFF±T0 DE APAMINA SOBRE LA SECRFLCION
DIFERENCIAL DE CATECOLAMIN AS.

Se ha descrito en la glándula adrenal de gato perfundída que la
estimulación del receptor muscarinico libera preferentemente
adrenalina(Douglas y Poisner, 1965; Borges y col., 1986). De hecho,
un 65 % de las catecolaminas secretadas por metacolina es

adrenalina y un 35 % noradrenalina(Ballesta y col., 1989). Resulta
por tanto interesante saber, si la proporción
adrenalina/noradrenalinase mantiene cuando se estimulan las

glándulas con metacolina en presencia de apamina.

En la Fig. 19 representamosel resultado de un experimento,
realizado por duplicado, en el que se estimularon las glándulas
primero con metacolina (100 gM) durante 35 s, y 30 mm después
con metacolina más apamina (01 gM), introducida ésta desde 2

mm antes y durante el resto del experimento. Las catecolaminas

79



(n=2)

e..

<A
u,
o,
&
e
u,
<Ue
E
CV
oua>

4-‘uu
a>
‘0
e
‘o

CV
5’-
a>
.0

4000

3000

2000

1000

o

flg. 19. Efecto de la apamina sobre la secreción de adrenalina y
noradenalina tras la estimulación de las glándulas adrenales con la
muacolina. El protocolo experimental es análogo al mostrado en la Fig. 15. Se
midió el contenido total de catecominas por fluorometría en una alícuota de
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figura) En otras alícuotas de las mismas muestras se determinaron las
cantidadesde adrenalina y noradrenalinacon técnicas de HPLC. Los datos son
media de los resultados obtenidos en dos glándulas.
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totales presentesen las muestras se midieron fluorométricamentey
luego se analizó la secreción diferencial por HPLC acoplado a un
detector electroquímico.

Como se puede observar, la apamina potenció tanto la liberación

de adrenalina como la de noradrenalina. La proporción de
adrenalina/noradrenalinatanto en la situación control como en el
caso en que participó la apamina era aproximadamentede 1,5.
Expresando el contenido de catecolaminas como porcentaje de
adrenalina respecto al total de catecolaminas (adrenalina más
noradrenalina), las cantidadessecretadasen el pico inicial eran un
60% en ausenciade apamina y de un 60 % en su presencia.

11.4.- EXISTENCIA DE UN COMPONENTE FASICO Y UNO
TONICO EN EL INCREMENTO DE CALCIO INTRACELULAR
MEDIADO POR METACOLINA.

Si la respuesta a la estimulación muscarínica posee un
comportamiento bifásico en la secreción de catecolaminas, la
siguiente pregunta que se plantea es si este mismo patrón se repite
a nivel de Ca¡2+ cuando la célula se estimula con metacolina.

Para estudiar este aspecto, repetimos los protocolos para el

estudio de la secreción en células cromafines felinas cargadas con
fura-2. Estas células se cultivaron en los 2-3 días previos a la
realización del experimento. Tras un tiempo de superfusión con
Krebs normal a temperaturaambiente (25 ±2 0C), se estimuló una
sola célula con metacolina (100 p.M) procedentedel interior de una
micropipeta de vidrio. En la Fig. 20 se muestrael perfil de la señal

de Cai2+ así originada. Se puede apreciar en esta figura como la
[Ca2+]~ asciendeen un pico rápido inicial, para posteriormentecaer
hacia una meseta.Los niveles de [Ca2+]i se elevaron desde un nivel

basal de aproximadamente 012 gM a l’2 gM durante los 5
primeros segundosde estimulación con metacolina. A partir de ese
momento, el pico cae a 06 gM y se mantiene en ese nivel durante
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Fig. 20. Cambios citosólicos de calcio producidos por estimulación con
metacolina en células cargadas con fura-2. Tras cargar las células se
superfundieron con Krebs-normal. En el control, la metacolina (100 kM) se
aplicó desde una micropipeta de vidrio, durante un periodo de 3 mm (barra
rayada horizontal). Tras un lavado dc 20 mm, se introdujo la apamina Oil j.tM
en el sistema de superfusión, durante el tiempo indicado en la base de la
figura y se repitió la estimulación con metacolina. Tras ese tiempo, la célula
se superfundió con krebs normal. Los dos registros se obtuvieron
sucesivamente pero los superponemospara facilitar la comparación entre
ellos.
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el resto de los 3 mm de estimulación. Tras finalizar la aplicación de
metacolina, La [Ca> cae rápidamente a los niveles basales que

teníamos antes de estimular.

La misma célula se volvió a superfundir de nuevo con Krebs
normal durante 20 mm con objeto de permitir una estabilizaciónde
la misma, y tras ese tiempo se introdujo en el medio de perfusión la
apamina (01 jM), que se mantuvo hasta el final del experimento.
La apamina no modificaba los niveles basales de [Ca2+]~. Diez

minutos después de la introducción de la apamina, se aplicó la
metacolina (100 gM) durante un periodo de 3 mm. La respuestaa
este segundo estímulo fue un pico transitorio inicial de Cai2+ que
alcanzó los 25 yiM, un valor equivalente a 2’2 veces el nivel basal
de Ca~2~. Este pico cayó a una meseta que oscilaba entre 12 y 08
gM. Una vez que se hubo interrumpido la aplicación de metacolina,
se recuperaronlos niveles basalesde Cai2+.

Como podetnos observar, en presenciade apamina el aumento de
Cai> es mucho mayor que si no existe ésta en el medio. Además, el
comportamientofásico-tónico que veíamos en los experimentos de
secreción, se repite también con metacolina y con ésta más la
apamina. Durante la aplicación de la metacolina y especialmente
durante la fase de meseta se producen oscilaciones de la [Ca2+Ji.

Esas oscilaciones alcanzan una amplitud de aproximadamente02
gM con la metacolina, y en presencia de apamina son mayores
llegando hasta 04 gM.
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11.5.- CONTRIBUCION RELATIVA DEL CALCIO
EXTRACELULAR E INTRACELULAR A LOS COMPONENTES
FASICO Y TONICO DE LA RESPUESTA MUSCARINICA.

11.5.1.- Efecto de distintas situaciones de oferta de calcio
sobre la secreción mediada por la estimulación del
receptor muscarínico.

Tras observar la existencia de estos dos componentesdel curso

temporal de la respuesta a la metacolina tanto en secreción de
catecolaminascomo en movilización de Cai>, pensamosque era
lógico tratar de asociarloscon distintas fuentes de Ca>. El siguiente
paso en nuestro trabajo se orientó a definir este origen, diseñando
para ello un protocolo experimentalen el que se pudiera separar la
contribución del Cae> y del Ca~2+a las respuestasestudiadas.

Con ese objeto, en experimentos de perfusión de la glándula

adrenal sometimos a las células a distintas situacionesde oferta de
Ca>, estudiandoel perfil secretor producido por la estimulación con
metacolina en esas condiciones. Para empezar, y con objeto de
indagar sobre el efecto de la retirada del Cae> en las fases tónica y
fásica del perfil secretor muscarínico, y dado que la eliminación del
Cae> se puede conseguir perfundiendo las células con soluciones
carentes de Ca2+ y con una concentraciónde 1 mM de EGTA
(OCa2~/lEGTA; Abad y col., 1992), decidimos realizar un
experimentoen el que tras 1 h de estabilización con Krebs normal
introdujimos la metacolina (100 gM) en un Krebs 0Ca2~/lECTA

durante 5 mm (Fig. 21A). La secreción de catecolaminas así
producida originó un pequeño pico de 32 ng.5s desde una
secreción basal de 15 ng.5 si Esta secreción suponía sólamente el
doble de la basa] en 0Ca2~/lEGTA. y caía hasta la basa] a] cabo de

200 s de estimulación.
A continuación, se perfundió durante 15 mm la misma glándula

con una solución de Krebs normal para hacerlo despuéscon solución

0Ca2~/1EGTA durante otros 15 mm.
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Fig. 21. Perfiles secretoresproducidos por la estimulación con metacolina
en glándulas adrenales sometidas a distintas condiciones de oferta de Ca2+.
Tras una hora inicial de estabilización con Krebs normal, las glándulas se
perfundieron y estimularon como sigue. En (A), se perfundió con Krebs
normal y se eslimuló con metacolina (100 gM, 5 mm) en una solución que
contenía 0Ca2~/lECTA. En B , la glándula se perfundió primero durante 15
mm con Krebs normal y luego con solución OCa2+/IEOTA los otros 15 mm
previos a la estimulación con metacolina en Krebs normal (25 mM de Ca2+).
En C, la misma glándula se perfundió 30 mm con Krebs normal y se estimuló
con metacolina en la misma solucion..
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Con esta maniobra experimental se pretendía conseguir una

disminución importante del contenido de Ca> de los depósitos
intracelulares de la médula adrenal y comprovar como se producía
la secreción en en esas condicones si estimulábamosen presencia
de Cae>. Por tanto, la estimulacióncon metacolina en este caso, se
produjo simultáneamentea la reintroducción de 2’5 mM de Ca2+

(solución de Krebs normal) en el medio de perfusión. La Fig. 21B
muestra como la secreción producida en estas condiciones es
substancialmentemayor, y ademásmantenida en el tiempo, que la
observadaen la parte A de la misma figura.

Para concluir el experimento, la misma glándula se perfundió con
Krebs normal durante 30 mm y entonces, con los depósitos
recuperadosy en presenciade Cae>,se estimuló con metacolina en
la misma solución. En este caso obtuvimos un pico inicial de 150 ng.
5 s-1 seguido dé una mesetade alrededor de 80 ng.5 s4 (Fig. 21C).

11.5.2.- Efecto de distintas situaciones de oferta de calcio

sobre la señal de calcio intracelular mediada por la
estimulación del receptor muscarínico.

Intentando trasladar estas pruebas al campo de la medida del
Cai2+, realizamos los mismos protocolos experimentalesde la Fig. 21
en células cargadas con fura-2. Los resultados se muestran en la
Fig. 22.

Al igual que en los experimentos de perfusión de la glándula
adrenal, las células se superfundieronprimero con Krebs normal y
posteriormente se les aplicó la metacolina (100 kM) en una
solución 0Ca2~I1EGTA (Fig. 22A). La [Ca2~]~se elevó hasta un pico
de 0’? RM desde unos niveles basales de 005 gM. El pico fué
transitorio y en 100 s aproximadamentecayó hasta los valores de
reposo. En ausencia de Cae>, se pierde la meseta de Ca~2~ que
aparece durante la estimulación prolongada con la metacolina.
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Fig. 22. Separación de los componentes fásico y tónico de los cambios dc
calcio intracelular producidos por la estimulación con metacolina en una
célula cromafín. En (A), la célula se superfundió 15 mm con Krebs normal y
luego se aplico la metacolina (lOO.tM, 5 mm) disuelta en una solución
0Ca2~/1EGTA. En (B), la célula se superfundió durante 15 mm con Krebs
normal, 15 mm con solución OCa2+/1EGTA, y se estimuló con metacolina
disuelta en Krebs normal. En (C), tras 30 mm de superfusión con Krebs
normal, se esiimuló la célula con metacolina disuelta en la misma solución.
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En estas condiciones, el pico transitorio pudo originarse por la
movilización de Cal> de los depósitos intracelulares.

Tras este primer estímulo, la misma célula se superfundió con
Krebs normal durante 15 mm y con solución OCa2+/1EGTA durante
otros 15 mm. Acto seguido se aplicó metacolina (100 ktM) disuelta
en Krebs con una concentraciónnormal de Ca2+ durante 5 mm (Fig
22B). Desde unos niveles basales de [Ca2~]~ de 0’03 ktM éste

aumentó hasta una meseta de 0’2-0’4 ¡.tM. Podemos observar que
en condiciones de reducción del Cai2+, se pierde el pico inicial de
elevación de la ¡Ca> fl en respuesta a la estimulación por
metacolina; solamente la meseta, que parece depender de la
entradade Cae> del exterior, se mantiene.

En la Fig. 22C se muestra el resultado de superfundir las células

con Krebs normal durante 30 mm y estimular de nuevo con
metacolina (100 ytM). La respuestaconsiste en un pico transitorio
inicial de Ca2~ de unos 0,8 RM seguido de una caída hasta una
meseta de alrededor de 0,2-0,3 [PM. Vemos aquí como en presencia

de 100 nM de apamina tanto la respuestafásica como la tónica en
secreción y en ~Ca2+I

1se vieron incrementadas.

11.5.3.- Efecto de la apamina en distintas condiciones de
oferta de calcio sobre la señal de calcio intracelular y en
la secreción de catecolaminas mediadas por estimulación

del receptor muscarínico.

En experimentos previos habíamos comprobado que la apamina,
un bloqueante selectivo de los canales SK, favorecía la entrada de

Ca> a la célula cromafín felina durante la estimulación con
metacolina. Por consiguiente, pensamos que la utilización de
apamina en protocolos similares a los descritos en las Fig. 21 y 22,
podría ofrecer datos adicionales sobre el origen del Ca> responsable
de los componentesfásico y tónico de la respuestasecretoray de
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Eig. 23. Perfiles secretoresproducidos por la estimulación con metacolina
más apamina en glándulas adrenales sometidas a distintas condiciones de
oferta de Ca2+. Tras una hora inicial de estabilización con Krebs normal, las
glándulas se perfundieron y estimularon como stgue, introduciendo la
apamina dos mm antes del estímulo y durante todo éste. En (A), se perfundió
con Krebs normal y se estimuló con metacolina (100 gM. 5 mm) en una
solución que contenía 0Ca2~/lECTA. En B, la glándula se perfundió primero
durante 15 mm con Krebs normal y luego con solución OCa2±/IEGTA durante
los 15 mm previos a la estimulación con metacolina en Krebs normal (25 mM
de Ca2+). En C, la misma glándula se perfundió 30 mm con Krebs normal y se
estimuló con metacolína en la misma solucton..
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elevación de la [Ca>]1 inducidas por la estimulación muscarinicade
la médula adrenal de gato.

En la Fig. 23 se muestra los resultadosde un experimentoen todo
similar al de la Fig. 21 salvo en que se ha introducido apamina 01
gM 3 mm antes, y durante la estimulación con metacolina. La
respuestasecretoraobtenida de esta manera, en ausenciade Cae

2+

(Fig. 23A), tras la reintroducción de éste con los depósitos

intracelulares yacios (Fig. 23B), y con los depósitos recuperados
(Fig. 23C), era mayor que la producidapor metacolina en presencia

de apamina (Fig. 21). Sin embargo, era cualitativamentesimilar con
respecto a la aparición del gran pico inicial en condiciones en que
los depósitos intracelulares habían sido llenados de nuevo.

En cuanto a los estudios de la [Ca2+j~ se observó la aparición de

un pico inicial de [Ca2~]¡ transitorio en ausenciade Cae> (Fig. 24A),
un aumento de la ICa2+]i hasta una meseta con oscilacionescuando

el Cae> fue reintroducido en células cuyos depósitos intracelulares
habían sido mermados (Fig. 24B) y un gran pico transitorio en

solución que contenía una concentraciónnormal de Ca+2 con los
depósitos recuperados (Fig. 24C) cuando se realizábamos la
estimulación con muscarina en presencia de apamina en las tres
situaciones anteriormente descritas.

Es, por último, particularmente interesante señalar que en
algunas células tratadas con apamina como la presentadaen la Fig.
24 la estimulación con metacolina originó la aparición de grandes
oscilaciones de tCa>li que llegan a alcanzaruna amplitud de hasta 1

gM (ver Fig. 24W.
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Fig. 24. Separación de los componentes fásico y tónico de los cambios de
calcio intracelular producidos por la estimulación con metacolina más
apamina en una célula cromafín. La apamina (01 gM) estuvo presente desde
2 mm antes del estímulo y durante éste. En (A), las células se superfundieron
15 mm con Krebs normal y luego se aplicó metacolina (100~1m, 5 mm)
disuelta en una solución 0Ca

2~/1EGTA. En (B). la célula se superfundió
durante 15 mm con Krebs normal y posteriormente con solución
0Ca2~/1ECTA duranle los 15 mm previos a la aparición de metacolina disuelta
en Krebs normal. En (C), tras 30 mm de superfusión con Krebs normal, se
estimuló la célula con metacolina disuelta en la misma solución
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1.- LOS CANALES DE POTASIO DEPENDIENTES DE CALCIO
MODULAN LA SECRECION MUSCARINICA EN CELULAS
CROMAFINES DE GATO.

En este trabajo describimos como la d-tubocurarina (DTC), un
bloqueante de los canales de K+ dependientesde Ca>, potencia la

secreción de catecolaminasmediada por la estimulación del receptor
muscarínico de la glándula adrenal de gato. Tras descartar un
posible efecto nicotínico de este fármaco (comprobandoque otros
antagonistasde este receptor, el hexametonio y la mecamilamina,
no potenciaban la secreción muscarinica) confirmamos la
implicación en el mencionado fenómeno de los canales de K+

dependientesde Ca> por el hecho de que la apamina, bloqueante
específico los canales de pequeñaconductanciaiónica (SK), también
produce una potenciación de la respuestasecretora, que es incluso
más intensa que en el caso de la DTC. Es importante señalar que
estos agentes bloquean selectivamente los canales de potasio
dependientes de Ca> en varios tipos celulares como neuronas
simpáticas (Nohomi y Kuba, 1984; Smart, 1987), hepatocitos (Cook
y Haylett, 1985) o células hibridas de neuroblastotnay glioma NG
108-15 (Brown e Higashida, 1988).

Tanto La DTC como la apamina potencian a su vez el incremento

de Ca~2~ que se produce cuando estimulamos el receptor
muscarínico con metacolina. La respuestade Cai2+, de por sí más
alta, es también más duradera, lo cual se traduce en una mayor

oferta de Ca> a la maquinaria secretora durante un tiempo más
largo, coherentecon un bloqueo de los canales de K4 dependientes
de Ca>, y que se traduce,como hemos visto, en una potenciación de
la secrecion.
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II.- EVIDENCIAS FARMACOLOGICAS SOBRE EL TIPO DE
CANALES DE POTASIO DEPENDIENTES DE CALCIO QUE
MODULAN LA RESPUESTA SECRETORA MUSCARINICA.

La DTC, y la apamina potencian la respuestasecretoraproducida
por metacolinaen la glándula adrenal de gato. Además, la DTC y la
apamina aumentan de forma notable la señal de Ca~2+ originada por

la estimulación muscarinica. Dado que esos agentes están
caracterizadoscomo bloqueantes de varios tipos de canales de
potasio, es obvio que se puede concluir que esos canales están
implicados en la regulación de la respuestasecretoramuscarinicaen
las células cromafines de gato. La pregunta que se plantea ahora es
qué tipo de canal es el responsablede este papel modulador.

En principo, la potenciaciónmás marcadade la señal de [Ca2+Ii se

obtuvo con la apamina. Este componente del veneno de abeja se
considera bloqueante especifico de los canales de potasio
dependientesde Ca> de pequeñaconductancia iónica en neuronas
simpáticas (Nohmi y Kuba, 1984; Kawai y Watanabe, 1986) y en
células cromafines (Artalejo y Neher, 1993). Estos canales están
involucrados en la fase de post-hiperpolarizaciónlenta que sigue a
los potenciales de acción en muchas células excitables y son

responsables de la adaptación a la frecuencia que se produce
cuando un estímulo prolongado origina un tren de disparos de
potencialesde accion. En estos casos esta fase es cada vez más larga
enlenteciendo la respuesta y pudiendo incluso llegar a anular el

disparo de un nuevo potencial de acción. Su bloqueo prolonga el
tiempo durante el cual que se producen estos trenes (1-HIle, 1992).
Por su parte, la DTC al igual que la apamina bloquea estos canales
(Nohmi y Kuba. ¡984; Blatz y Magleby, 198?) aunque además,

bloquea los canales del tipo BK, implicados en la fase de
repolarización del potencial de acción.

En nuestros experimentos observamos como el tetraetilamonio
(TEA) potenciaba también la secreción de catecolaminas mediada
por estimulación del receptor muscarinico. Este agente producía ese
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efecto a una concentración de 20-30 mM, mientras que en la
literatura estaba descrito su efecto como bloqueante de los canales
BK en células híbridas de neuroblastomay glioma NG 108-15
(Brown e Higasida, 1988) y en neuronassimpáticas (Smart, 1987) a
concentracionesde 1-10 mM, rango en el que no obtuvimos efecto

alguno en nuestros experimentos. La potenciación con
concentracionesmayores se debería asociar a otros efectos de ese
ión no relacionadoscon los canales de K+ dependientesde Ca2+. El
hecho de que el TEA no actúe sobre la secrecióna concentracionesa

las que bloquea los canales BK, nos hace descartarla implicación de
éstos en la potenciaciónpor la DTC y asociarla solamenteal bloqueo
de los canales SK. Estos canales estaríanpotenciandola respuestaen
los dos tipos de células cromafines como muestran los experimentos
en los que se analizó la secreción diferencial de adrenalina y
noradrenalina.

Ni la DTC ni la apamina aumentanlos niveles basalesde [Ca2+]i o

la secreción basal de catecolaminas,lo cual indica que los canalesSK
no se encuentran activados al potencial de reposo de la célula con
los niveles basalesde Ca2~~, por lo que el “bloqueo” no produceuna
despolarizacióncapaz de provocar una respuestasecretoray que su

efecto se manifiesta sólo cuando se pone en marcha un mecanismo
que incremente la tCa2~Ji. También descartamos,así, un posible

efecto presináptico consistenteen un aumento de la liberación de
ACh. Sin embargo, el TEA aumenta la secreción basal notablemente.
Este incremento se ha atribuido a efectos despolarizantesdirectos

del TEA en las células de gato (Sorimachi y col., 1990)
probablemente asociados a la estimulación directa del receptor
nicotínico. De hecho la DTC bloqueaba la respuesta secretora

evocadapor TEA.
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III.- IMPLICACION DE LOS CANALES DE CALCIO DE TIPO
L EN LA RESPUESTA SECRETORA MUSCARINICA Y EN SU

POTENCIACION POR LA D-TUBOCURARINA.

Pudimos observar en nuestros experimentos la existencia de una
dependencia marcada del Cae2+ tanto de la respuesta secretora
muscarínicacomo de su potenciaciónpor la DTC, . Este hecho nos
hizo preguntarnospor la posibilidad de una participación de los

canales de calcio dependientesde voltaje en estos fenómenos, dada
la enorme importancia que tienen en el control del proceso secretor
producido por otras vias como la estimulación del receptor
nicotínico, o la despolarización con concentracioneselevadas de
potasio extracelular. La utilización de díhidropiridinas como el Bay K
8644, que aumentala entrada de calcio por los canales de tipo L en
las células cromafines (García y col., 1984a, Montiel y col., 1984) y

de la isradipina, que la inhibe (Gandía y col., 1987), permitió
verificar nuestra hipótesis. En nuestros experimentos,el Bay K 8644
duplica la secreción debida a la metacolina y la isradipina la
bloquea. Estos resultadosson coherentescon los de un trabajo de
Ladona y col. (1987) donde se demuestraque el Bay K 8644 casi
triplica el pico de la respuestasecretora a muscarina en adrenales
perfundidas de gato.

La estimulación del receptor muscarínico en células cromafines

de la médula adrenal de la rata genera una señal despolarizanteque
pone en marcha el disparo de potenciales de acción (Akaike y col.,
1990). La estimulación muscarínica de las células cromafines de

gato podría producir un efecto similar. Estos potenciales de acción

producirían una despolarizacióncapaz de activar los canales de Ca>
dependientes de voltaje, cuya participación en la respuesta
secretora se pone de manifiesto en nuestros resultados
experimentales arriba mencionados. Esto se corrobora por la

potenciación producida por apamina de la liberación originada por
la despolarizacióncon altas concentracionesde K+ (35 mM).
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Por otro lado, hemosvisto también un efecto del Bay K 8644 y de
la isradipina en la potenciaciónpor la DTC de la respuestasecretora
muscarínica. En neuronas simpáticas, la aplicación de fuertes
corrientes despolarizantes genera la aparición de trenes de
potenciales de acción. Como ya se ha comentado, en presenciade
apamina, se obtiene un número y frecuencia mayores de descargas
(Kawai y Watanabe, 1986). Si extrapolamos este hecho a las células

cromafines de gato, la mayor suceptibilidad a dihidropiridinas de la
respuestasecretorainducida por metacolina en presenciade DTC, se
podría explicar por un mayor reclutamientode canales de Ca2+ tipo
L durante las descargasrepetitivas causadaspor bloqueo de los

canalesde tipo SK.

IV.- EXISTENCIA DE UN PATRON COMUN A LA

RESPUESTA SCRETORA Y DE CALCIO INTRACELULAR
INDUCIDAS POR LA ESTIMULACION MUSCARINICA.

En nuestra investigación realizamos experimentos de
estimulación prolongada (varios minutos) del receptor muscarínico
con su agonista metacolina. Dado el alto flujo de perfusión al que

trabajamos (6 mí/mm) pudimos recoger muestras de 5 s de forma
continuada, lo que nos permitió dibujar el perfil secretor que se
construye cuando se mantiene la estimulación a lo largo del tiempo.
De esta manera hallamos dos componentesen la respuestasecretora

muscarinica: uno “fásico” transitorio y otro “tónico” en forma de
meseta, mantenido en el tiempo y sin desensibilizaciónhasta que
retiramos el estímulo.

Por otro lado, la realización del mismo estudio midiendo la LCa2~t

en una sola célula aislada cargadacon fura-2 nos ofreció un patrón
similar de conducta de la señal de Ca~2+. Este hecho sugiere que las
dos fases halladas en la señal de [Ca2+Ji eran responsablesde las

que aparecíanparalelamenteen la secreción, y nos hizo plantearnos
cual era el origen del Ca> que originaba cada componente de la
señal de Ca> y de la respuestasecretora.
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V.- LAS FUENTES DE CALCIO EN LA RESPUESTA
SECRETORA MUSCARINICA.

En la médula adrenal de gato, la acetilcolina liberada por el
nervio esplácnicoproduce la secreción de catecolaminasmediante la
activación tanto del receptor nicotínico como del muscarinico de la
célula cromafín (Alamo y col., 1991). Está claro que el componente
nicotínico de la secreción depende enteramentedel Cae> (Douglas y
Rubin, 1961) y se desensibilizarápidamente(Schiavone y Kirpekar,
1982). Sin embargo, el componente muscarínico parece ser más
complejo en sus requerimientosde Ca> y en su cinética.

Para indagar sobre las fuentes de Ca> que participan en la
repuesta muscarínica utilizamos protocolos experimentales en los
que la estimulación muscarínica prolongada se aplicaba a células en
tres condiciones de oferta de calcio distintas (una primera
estimulación se hacía aplicando la metacolina en ausenciade Cae2+;
una segunda, con 25 mM de Cae2+ pero con los depósitos

intracelulares mermados por la perfusión con una solución
extracelularcarentede calcio y con 1 mM de EGTA; una tercera que
utilizamos como control, con disponibilidad tanto de Cae> como de

unos depósitos intracelulares intactosy veíamos como se afectabael
patrón antes descrito.

Como se ve en los resultados,la metacolina es capaz de producir
un aumento de la ICa2+1~ aún en ausencia de Cae>, que es

transitorio, declinando rápidamentehasta los niveles basales,lo cual
sugiere que la fuente responsable de este pico de Ca~2+ se ha
agotado (esta fuente sería probablementeel retículo endoplasmático

liso, pues se ha descrito que la estimulación del receptor
muscarínico en células cromafines bovinas aumenta la formación de
inositoles trifosfato (Azila y col., 1982; Forsberg y col., 1986) y que
estos movilizan Ca> en células permeabilizadas(Fóhr y col., 1991).
A pesar de que se produjo un incremento bastante grande de la
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[Ca2+]i, parece ser que el Ca> movilizado por metacolina de los

depósitos intracelulares es insuficiente para producir una buena
respuestasecretora,como muestran los resultadosde secreción. Este
pico de secreción fue tan pequeño que el Ca2+ probablemente no

alcanzó la maquinaria secretora.

En estímulos en los que los depósitos intracelulares de Ca2+

estaban mermados por la superfusión durante 15 mm con solución
0Ca2~/lEGTA, la reintroducción de Ca~2~ simultáneamente a la
aplicación de metacolinaprodujo una señal de Cai2+ desprovista del
pico inicial pero con la mesetaintacta. En esas condicionescreemos,
naturalmente,que el aumento de Cai2+ se debe a la entradade Ca2+
desde el exterior celular. Cuando los depósitos están intactos la
estimulación con metacolina en presencia de Cae>, determina la
entrada de este catión que se suma al Ca> movilizado de los
depósitos produciendo asi un pico inicial secretor (componente

fásico) que cae a la mencionadamesetaque se mantienegracias a la
continuada entrada de Cae>. En esas condiciones experimentalesla
aplicación de apaminapotenciaba marcadamente tanto el
componentefásico como el tónico de la secreción y de la señal de
Cai2+. El bloqueo por apamina de los canalesde K+ dependientesde
Ca>, que son activados por el aumento de la [Ca2+!i inducida por
metacolina, produciría una mayor entrada de Ca> como se observa
en presencia de esta neurotoxina. Esta interpretación se ve, asi
mismo, confirmada por el hecho de que la apamina no incrementala

señal de Cai2± o la respuesta secretora obtenidas tras la
administración de metacolina en un medio extracelular carente de

Ca>.

Todos estos resultadosson coherentescon la hipótesis de que el
pico inicial transitorio está asociadoa la movilización de calcio de los
depósitos intracelulares así como a la entrada del exterior, mientras
que el componentemantenido del incremento de calcio intracelular

depende totalmente de la entrada de Ca> del medio extracelular
por los canales de calcio voltaje dependientes.
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Finalmente, se ha de resaltar la aparición de notables oscilaciones

en la fase de meseta de la secrecióny de la señal de Cai2+ que son
mucho más pronunciadasen presencia de apamina. Esto se podría
relacionar con una actividad eléctrica oscilatoria de la célula en la
que se estarían activando canales de calcio de una forma cíclica.
Estas oscilaciones se pueden deber al disparo repetido de

potenciales de acción debidos a la despolarizaciónde la célula por
estimulación del receptor muscarínico. El pico inicial de Ca~2+

activaría los canales de potasio 8K que cortocircuitarian tal
despolarización desactivándoseperiódicamente cuando el Ca¡2 +

viera reducidos sus niveles.

VI.- MODELO PROPUESTO PARA LA RESPUESTA
MUSCARINICA EN LA MEDULA ADRENAL DE GATO.

Los resultados obtenidos en los experimentos incluidos en este
trabajo permiten elaborar un esquema sobre la forma en que se
produce la respuestasecretora inducida por el estímulo muscarinico
en la médula adrenal de gato (Fig. 25). La respuestamuscarinicase
iniciaría con la movilización de Ca> de los depósitos intracelulares
con el concurso del sistema de los inositoles fosfato

simultáneamentea la entrada de este ión desde el exterior que
sería responsable del mantenimiento de la secreción de
catecolaminas.Nuestro modelo sugiere que la entrada de Ca> a la
célula durante el estímulo muscarínico dependería de una

despolarización de la membrana cuyo mecanismo actualmente
desconocemos. Esta despolarización induciría el disparo de
potenciales de acción con el consiguiente reclutamiento de canales
de Ca> dependientesde voltaje. La entrada de Ca> a través de los

canales de tipo L sensibles a dihidropiridinas estaría íntimamente
ligada a la puesta en marcha del proceso secretor en la médula
adrenal del gato. La elevación de la [Ca2~1~inducida por el estímulo
muscarinico activaría también los canales de K+ dependientesde
C a2+ de pequeña conductamncia (5K) contrarrestando la
despolarizaciónmuscarínicay, por ello, enlenteciendo la frecuencia
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Fig. 25. Mecanismos implicados en la respuesta secretora muscarínica.
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de disparo de los potencialesde acción. Así, los canales 5K actuarían
como mecanismo “represor” limitando la magnitud de la respuesta
secretora mediada por el receptor muscarínico, que como hemos
visto, se potencia por el bloqueo de tales canalespor la apaminao la
DTC. Los canales SK desempeñarían también un papel en el
mantenimiento de la respuesta secretora a la estimulación
muscarínica previniendo la inactivación de los canales de Ca2+

dependientesde voltaje y con ellos la secreción de catecolaminas.Si
el Ca> que entra en la célula cromafín es capaz de inactivar los
canales de Ca2±dependientesde voltaje, activaría también los
canales de K+ dependientesde Ca2+, lo que hiperpolarizaria la
membrana celular interrupiendo la ulterior entrada de Ca2+. Se
generaría de esta manera un patrón intermitente y alternante de
activación-desactivaciónde canales de Ca2+ dependientesde voltaje
y canales de K± dependientesde Ca> que perpetuaríanla respuesta
de Cal> y de secreción de catecolaminasmientras el estímulo
muscarínico estuviera presente.
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Del planteamiento, resultados y discusión de este trabajo pueden
establecerselas siguientes conclusiones:

1) En la membrana de las células cromafines de la médula

adrenal de gato existen canalesde K+ activadospor Ca2+ de pequeña
conductanciaiónica (canales SK).

2) Estos canales modulan la respuestasecretorade catecolaminas
inducida por el estimulo muscarínico en las célula adrenérgicasy
noradrenérgicasde la glándula adrenal del gato.

3) Dicho efecto modulador se ejercería controlando la entrada de

Ca2+ a través de canalesde Ca2~ dependientesde voltaje de tipo L
(sensibles a dihidropiridinas) que serian reclutados durante el
estimulo muscarínico, probablemente a través de potenciales de

acción generadospor la despolarizaciónproducida por una corriente
de CL activadapor Ca~2H-.

4) La respuesta secretora de catecolaminas inducida por la
estimulación muscarínicade la glándula adrenal de gato consta de
un componente fásico inicial seguido de una meseta que se
correspondencon idénticos componentesen la señal de Cai2+.

5) La entrada de Ca2±desde el exterior celular tiene lugar tanto
durante el pico como durante la meseta secretora siendo regulada

en amboscasos por canales SK.

6) La movilización de Ca> de los depósitos intracelulares
participaría exclusivamenteen el componentefásico de la respuesta
secretoray de la señal de Cai>.
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