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- 1A MEDULA ADRENAL Y PROCE RETOR
I.1.- LA GLANDULA ADRENAL Y LAS CATECOLAMINAS.

La gldndula suprarrenal consta de dos regiones bien
diferenciadas: la corteza y la médula. La corteza suprarrenal secreta
un grupo de hormonas Ilamadas corticosteroides, todas ellas
sintetizadas a partir del colesterol. Hay dos tipos principales de
corticosteroides, los mineralocorticoides, que  actdan
fundamentalmente sobre los electrolitos de los liquidos
extracelulares (sodio, potasio y cloruro) y los glucocorticoides (por
ejemplo el cortisol) con distintos efectos en el metabolismo de los
liptdos, proteinas e hidratos de carbono. La corteza suprarrenal
secreta también hormonas sexuales (andrégenos).

La médula suprarrenal estd constituida por las células
cromafines, denominadas asi por su afinidad por las sales de cromo,
con las que se tifien. En estas células se sintetizan y almacenan las
catecolaminas, que eventualmente se liberan al torrente
circulatorio. Estas son la adrenalina, la noradrenalina y la dopamina
que se secretan en cantidades que varian mucho de una especie a
otra; en concreto para el hombre la proporcién es aproximadamente
de un 20% de noradrenalina, un 80% de adrenalina, siendo la
dopamina muy baja.

La médula adrenal estd inervada por fibras colinérgicas que
proceden directamente de la médula espinal. La estimulacion de los
nervios simpdticos trae como consecuencia que las catecolaminas
liberadas a la sangre se repartan por todos los tejidos, uniéndose a
los receptores adrenérgicos de los distintos drganos diana. La
descarga simpdtica masiva prepara al organismo para desarrollar
una actividad fisica enérgica a través de una serie de cambios
adaptativos entre los que se encuentran: aumento de la presion
arterial, aumento del riego sanguineo en musculos activos vy
disminuciéon de éste en los organos que no son requeridos para una
actividad rapida, aumento del metabolismo celular en todo el



cuerpo, aumento de la concentracién de glucosa en la sangre;
aumento de la glucolisis muscular; aumento de la actividad mental
y aumento de la coagulacién sanguinea. Esta serie de eventos
constituye la denominada reaccién de alarma simpitica por la cual
el individuo puede desarrollar una actividad fisica mads intensa en
un momento determinado.

La sintesis de las catecolaminas se inicia desde un aminoicido
precursor que se encuentra en la sangre, la tirosina. Esta es captada
por la célula y transformada en 3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA)
por la enzima tirosina hidroxilasa, que es muy especifica y limitante
en la sintesis de catecolaminas. Esta enzima requiere oxigeno
molecular, hierro y el coenzima pteridina. El producto final, la
noradrenaiina citosdlica, inhibe a este enzima. Este es el paso mas
lento de toda la sintesis. La L-DOPA se transforma rdpidamente en
dopamina por obra de la dihidroxifenilalanina descarboxilasa
(DOPA-descarboxilasa). La dopamina asi generada es captada por
los grdnulos y origina noradrenalina merced a la dopamina B-
hidroxilasa (DBH). La DBH requiere oxigeno molecular y dcido
ascorbico y el cobre actia como cofactor. En las células cromafines
adrenérgicas, la noradrenalina se transforma en el citosol en
adrenalina por la feniletanolamina N-metiltransferasa (PNMT). Esta
catecolamina e$ captada en muy alta proporcidén por las vesiculas.
La PNMT es regulada por las hormonas corticales.

Las catecolaminas se encuentran almacenadas en el interior de
los granulos cromafines. La ATPasa Mg2+*-dependiente de la
membrana del grinulo actda como una bomba de protones que
forma un gradiente de pH esencial en la captacion de estas
moléculas desde el citosol. Las catecolaminas se encuentran en las
vesiculas acompafiadas de varios otros compuestos: proteinas como
las cromograninas, neuropéptidos como las encefalinas, nucleétidos,
Ca?*, DBH, dcido ascérbico. La membrana granular tiene a su vez,
DBH, Mg2+ATPasa, citocromo bsg|, actina, fosfolipidos, colesterol y
mucopolisacdridos (Winkler y Westhead, 1980).



I.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 embrioldgico,
estructura, funcién y metabolismo.

Fujita y Kobayashi en 1975, definen las caracteristicas que ha de
poseer una célula para ser considerada parancurona: requieren
poseer  sustancias  1dénticas o relacionadas con  los
neurotransmisores o neurohormonas. La célula cromafin en ese
sentido produce adrenalina que actia como una neurochormona y
noradrenalina, que es el neurotransmisor tipico de los nervios
simpaticos. Otro requisito es poseer vesiculas de secrecién, en este
caso los grdanulos cromafines. Deben secretar en respuesta a un
estimulo, aqui, la acetilcolina liberada por el nervio esplicnico que
activa sus rteceptores de membrana. Las células cromafines ademds,
tienen un origen neurocectodérmico comin con las neuronas
simpaticas, y en cultivo emiten prolongaciones.

1.3.- EL PROCESO SECRETOR EN LA CELULA CROMAFIN.

La secrecion de catecolaminas por las células cromafines se
conoce desde las primeras décadas de este siglo. Ya en 1934,
Feldberg y Minz demostraron que la estimulacién del nervio
esplicnico producia liberaciéon de acetilcolina (ACh) y que esta
molécula era responsable de la secrecion de adrenalina por la
médula suprarrenal. El ciclo secretor en la médula suprarrenal se
describe con el término "acoplamiento excitacidn-secrecidn”
(Douglas y Rubin, 1961, 1963) que alude a la estrecha relacién que
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existe entre la estimulacién de los receptores y la liberacidn de las
catecolaminas a la sangre, y el papel critico que posee el Ca2+ entre
estos dos fendomenos.

El ciclo secretor se pone en marcha cuando la acetilcolina liberada
por el nervio esplacnico (Douglas y col., 1975; Wakade y col., 1981.)
estimula los receptores nicotinicos (Lee y col.,, 1972; Schiavone vy
col., 1982; Kirpekar y col., 1982a y b; Role y Perlman, 1983; Ladona
y col.,, 1984; Artalejo y col.,, 1985) y muscarinicos (Douglas y
Poisner, 1965; Lee y Tredelenburg, 1967; Dixon y col., 1975;
Wakade y Wakade, 1983; Warashina y col., 1989) sitvados en la
membrana celular. Los granulos cromafines entonces se aproximan
a la membrana, se funden con ella y liberan las catecolaminas junto
a todo el contenido soluble de los mismos mediante un proceso de
exocitosis (Smith y Winkler, 1972).

La elevacion del Ca2+ en el citosol es la sefial intracelular que
dispara todo este proceso. El receptor muscarinico al ser estimulado
produce la liberacion de Ca2+ de los depésitos intracelulares (Ca;2+),
pero requiere una entrada de CaZ+ extracelular (Ca.2*) para
potenciar y sostener esta elevacion. Este aspecto sera estudiado con
mas detenimiento mas adelante. En el caso del receptor nicotinico,
este incremento de Ca;2*+ se produce gracias a la entrada masiva de
Ca2+ a través de canales dependientes de voltaje (Douglas y col.,
1967; Kidokoro vy 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 respuesta a una despolarizacion de la
membrana plasmatica debida a la entrada de sodio por el ionéforo
asociado al receptor.

Los canales de Ca?+ dependientes de voltaje han sido
ampliamente estudiados en la médula adrenal (Fenwick y Neher,
1982b; Garcia y col., 1984 a y b; Cefia y col., 1989; Artalejo 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 pm? (Garcia y col, 1986). Se han
realizado estudios tanto de secrecién como de captaciéon de 45Ca, en
los qlie se comprueba su implicacién en ambos fenémenos cuando
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se utilizan fdrmacos antagonistas organicos o inogdnicos de los
canales de Ca2+ (Holz y col., 1982; Kirpekar y col., 1982a; Cefia y col.,
1989) y agonistas del tipo de las dihidropiridinas (Garcia y col.,
1984 a y b). Estos canales se abren a rifagas separadas entre si por
intervalos en los que el canal permanece cerrado. Se ha sugerido
que el Ca2+ entra en el canal y se fija a uno o mds sitios de unién a
lo largo de éste, pasando de uno a otro consecutivamente (Hess y
Tsien, 1984). l.os canales de Ca2+ sufren un fenémeno de
inactivacion que parece ser dependiente tanto 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 farmacos capaces de impedir de una
forma mas o menos selectiva el paso de Ca?* a través de los canales
de Ca2t. También se conocen compuestos activadores de los mismos,
aunque en menor cantidad.

Los inhibidores inorganicos de los canales de Ca2+*, en orden de
mayor a menor potencia, son los siguientes: Zn2+, Cd2+, La3+, Ni2+,
Co2+, Mn2+ y Mg2+ (Gandia y col., 1987). Todos ellos son metales que
poseen caracteristicas fisicoquimicas similares al Ca2+.

Los inhibidores orgdnicos de los canales de Ca2t voltaje
dependientes son un grupo de fidrmacos quimicamente heterogéneo
cuya caracteristica comin es reducir la captacién de Ca2*t por las
células excitables cuando estas se despolarizan. Difieren no soélo en
su estructura quimica, sino también en su especificidad tisular,
lugares de fijacion a la membrana y mecanismo de accién. Se
clasifican en:

CLASE I: Estd constituido por el grupo de las dihidropiridinas
(DHP) que se fijan a un receptor situado en la macromolécula del
canal de Cal* originando su cierre. Incluye la nifedipina, la
nimodipina, la nitrendipina y el PN 200-110. Estos farmacos son
mds eficaces cuando la membrana se encuentra ligeramente
despolarizada. Existen también fdrmacos dihidropiridinicos con
accién agonista o activadora de los canales de Ca2+. Con frecuencia
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se trata de enantidmeros de compuestos antagonistas. Asi, el (-) Bay
K 8644 vy 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; Garcia y col., 1984a, Lopez y col., 1991).

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

CLASE IIl: Son difenilalquilaminas. La cinaricina, la flunaricina o
la prenilamina son componentes de este grupo.

Tras el proceso de entrada del Ca.2+ al citosol y el
desencadenamiento de la respuesta secretora, se ponen en marcha
los sistemas homeostiticos de mantenimiento de la concentracién
intracelular de calcio ([Ca2+];).

I.a |Ca2+]; en el citosol en estado de reposo es de 50-100 nM, y la
de! medio extracelular es de 2,5 mM. Cuando se produce un
aumento del Ca;2* hacia niveles uM durante la excitacién celular,
los sistemas de tamponamiento intracelular como las mitocondrias
(Carafoli y Lehninger, 1971), el reticulo endopldsmico liso (Kendrick
y col. 1977), las vesiculas cromafines (Borowitz y col., 1967; Kostron
y col., 1977), las proteinas fijadoras de Ca?+ y los sistemas de
transporte de la membrana (ATPasa Ca2+, Mg2+-dependiente,
sistemas de intercambio Na*/Ca2* y Ca2+/CaZ?+) tienden a mantener
constantes estas bajas concentraciones.



II,- ELL RECEPTOR ARINI E LAS EL
CROMAFINES.

II.1.- CARACTERIZACION MEDIANTE ENSAYOS DE

FIJACION DE RADIOLIGANDOS.

Numerosos ensayos de fijacién de ligandos marcados
radioactivamente evidencian la existencia de receptores
muscarinicos en la médula adrenal de distintas especies.

Asi, en la médula adrenal del gato Ballesta y col., en 1989 hacen
un estudio en el que describen que el [PHIQNB ([3H]quinuclidinil
bencilato) se une a membranas purificadas con una curva de
saturacion monofdsica que sugiere un solo sitio de unién con una Ky
de 23 pM y una Bpax de 67 fmol. mg prot'l. Ademds, es desplazado
con mayor potencia por la atropina que por la pirenzepina, lo cual
apunta a que sea un receptor de tipo Mz. En la médula adrenal
bovina el [PH|QNB se une con una Kq de 29 pM y una Bpayx de 83
fmol (mg prot)-!. El desplazamiento por pirenzepina sugiere dos
sitios de unidén con una Kj; de 39 nM y una Kj» de 2.734 nM.

Kayaalp y Neff (197%a y 1979b) estudian los receptores
muscarinicos tanto en la médula adrenal de vaca como en la de rata
y encueniran 20 veces mads sitios de unidn en esta atltima, aunque
s¢ debe tener en cuenta que los estudios se realizan sobre distinto
material, pues, mientras que en la de rata se usa homogenizado de
médula, en la de wvaca, la fraccion c¢ruda de membrana. Los
receptores en ambos animales poseen una Kg parecida.



[1.2.- EL RECEPTOR MUSCARINICO DE LA MEDULA
ADRENAL BOVINA. VARITACIONES DEL CALCIO
INTRACELULAR.

En la médula adrenal de bovino, la secrecién de catecolaminas
puede ser mediada por una gama de agentes. Entre ellos se
encuentran los agonistas nicotinicos, ¢ concentraciones altas de K+,
que producen despolarizacion de la membrana, generando
potenciales de accién que, a su vez, abren los canales de CaZ+, con lo
que se incrementa el Caj?+ y se dispara la secrecién. Otras
sustancias capaces de producir secrecién son la bradikinina, la
angiotensina I (O' Sullivan y Burgoyne, 1984), o la histamina
(Noble y col., 1987).

La estimulacién del receptor muscarinico en la médula adrenal de
bovina produce un incremento de [CaZ+]j que es independiente del

Cag2+.

Kao y Schneider (1985) estudiaron ei aumento de Caj2* con la
sonda fluorescente Quin-2 en c¢élulas cromafines Dbovinas
estimuladas con distintos secretagogos. Comprobaron que la ACh
produce un aumento del Ca;2+ desde los niveles de reposo hasta el
rango UM, que es parcialmente bloqueado por hexametonio o por la
retirada del Cat*? extracelular, mientras que la porcién resistente, se
bloquea por atropina. Agonistas muscarinicos como la muscarina y
la metacolina, producena su vez un aumento del Caj?t que se
bloquea por atropina y es independiente del Cag2+.

Sin embargo, en general, no se ha descrito una secrecién de
catecolaminas pareja al incremento de Caj?*, o ésta ha sido muy
pobre.

En 1985 Cheek y col. estimularon células cromafines bovinas con
agonistas nicotinicos y muscarinicos y midieron incrementos en el
Cai2t (con Quin-2) y en la secreciéon de catecolaminas. Asi como
cuando utilizan los agonistas nicotinicos encuentran un aumento del
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[Ca+2])i dependiente del Cac?+, los agonistas muscarinicos (la
metacolina), producen un aumento del [Ca2+]]j independiente del
[Ca2+]e. sensible a atropina y cuatro veces menor. Esta respuesta
tarda en producirse 10 s, supuestamente necesarios para la génesis
de IP3. La metacolina no produce secreciéon de catecolaminas,
aunque a concentraciones superiores a 1 mM disminuye la secrecion
nicotinica por accién directa sobre este receptor. Concluyen, pues,
que la activacién del receptor muscarinico moviliza Ca2+ de
depésitos intracelulares, que aunque eleva el Caj2* es insuficiente
para producir la secrecién de catecolaminas.

O'Sullivan y Burgoine (1989} hablan de una pequefha secrecidon de
catecolaminas producida por la accién de la metaceolina sobre el
receptor muscarinico. En su trabajo estudian también la secreciom
producida por la bradikinina y la angiotensina II, que actian
movilizando el Ca2* de los depdsitos intracelulares. El orden de
potencias de estos farmacos como secretagogos es, de mayor a
menor: bradikinina, angiotensina Il y metacolina. Los tres farmacos
son menos potentes que la nicotina. La medida con fura-2 de la
elevacion de Caj2+*, indica que con los tres compuestos hay un
aumento del [Ca*2?]{ independiente del Cag2+, presumiblemente por
generacion de [P3 (como se ha demostrado para el receptor
muscarinico). En el caso de la bradikinina, al estimular los
receptores Bo se produce un aumento del [Cat2]j independiente del
[Cat2]e y ademis hay una entrada de Cac?+. Asocian las diferentes
eficacias de los tres secretagogos como tales a la cantidad de CaZ+
que son capaces de liberar de los depésitos intracelulares. Este Cat?2
seria, menos efectivo que el Cag2* para producir secrecién de
catecolaminas,

Parece tener gran importancia la distribucién espacial de Caj?+
que se produce tras la estimulaciéon con distintos agentes de las
células cromafines bovinas. Cheek y col. (1989) y O'Sullivan y col.
(1989) realizan sendos estudios en los que utilizan técnicas de
digitalizaciéon de la imagen en video de células cargadas con fura-2,
que permiten representar la distribucién espacial de los cambios de
[CatZ]j en las mismas. En estos estudios, la utilizacién de agonistas
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nicotinicos o concentraciones despolarizantes de K+ originaba un
aumento rdpido y transitorio de Ca;2+ en la zona adyacente a la
membrana plasmdtica, coherente con una entrada de este ion a
través de los canales de Ca?+. En una fase posterior, tras 1 & 2
segundos, se producia un aumento homogéneo del [Ca*?]j en toda la
extension de la célula, quizd debido a simple difusion, y finalmente,
tras 4 s de estimulaciéon se producia una marcada elevacion de
[Ca*?]j, mucho mayor que las anteriormente vistas, localizada en una
regidn interna de la célula que en el 50% de los casos se dié en un
polo de ésta. Esta subida parecia deberse a los almacenes
intracelulares de Ca2+ pues ocurrié en la zona donde los agonistas
liberaban Ca?* de estos depdsitos.

Los agonistas que actian a través de la produccién de inositoles
tfosfato (metacolina, bradikinina o angiotensina Il) producian una
elevacién en [Ca+2]i que tardaba en producirse unos segundos y que
no era homogénca en toda la célula. La respuesta inicial consistia en
un aumento del {Ca*2|{ en un polo de la célula que después se
expandia hacia el otro polo. Los depdésitos intracelulares
responsables de esta cesién de Ca2+* son el reticulo endopldsmico o el
calciosoma. que en algunas células esta asociado a éste, y que con
microscopia electrénica suele verse justo en un polo de la célula.

Se puede deducir del trabajo de este equipo que la distribucién
de [Ca*2]; inducida por estimulos despolarizantes (nicotina o
concentraciones despolarizantes de K*) es marcadamente diferente
de aquella inducida por agonistas muscarinicos, pues mientras que
los primeros originan una elevacion del Ca?t mas importanie bajo el
plasmalema, los agonistas muscarinicos producen un aumento de
Ca?+ confinado exclusivamente a un polo de la célula. Estos autores
sugieren que esta eclevacion localizada del Ca2+ es incapaz de
producir los eventos necesarios para disparar la exocitosis.

Estos estudios se complementan con otro realizado por Yamagami
y col. (1991). En este trabajo encuentran que el Ca2* liberado de los
depositos intracelulares no es eficaz para disparar la secrecion de
catecolaminas a menos que el Ca2t+ entre del exterior a través de la
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membrana plasmatica. Estos autores realizan un estudio en paralelo
del aumento de |[Ca*+2]; vy de la secrecién de catecolaminas en células
cromafines de gato y de vaca y observan como en céluias
cromafines de gato, la metacolina aumenta la |Ca*2]j activando tanto
la entrada de Ca?* desde el exterior como la movilizacién del Ca2+
intracelular, provocando la secrecidn. Por otro lado, en células
bovinas la metacolina causa un aumento de Ca2+ por movilizacién
intracelular, pero no hay secrecion. El aumento de Ca2+ producido
por la metacolina en las células de gato era notablemente superior
al producido en las de bovinas, pero cuando se bloqueaba la entrada
de Ca2+, el incremento de [Ca2+]i en el gato resultaba equiparable al
de la vaca, con la consiguiente pérdida de secrecion. La movilizacién
de Ca2+ debida al estimulo muscarinico aumentaba notablemente la
secrecion en céelulas despolarizadas de gato y bovinas, donde el
[Ca*2]j se mantenia elevado la entrada continua del Cag2+.

De todos estos resultados concluyen que la secrecién de
catecolaminas depende de que se produzca un incremento de Ca;2+
en una region cercana a la membrana plasmadtica.

I1.3.- EL RECEPTOR MUSCARINICO Y LA SECRECION DE
CATECOLAMINAS.

I1.3.1.- Médula adrenal de rata y de pollo.

Al contrario de lo que ocurre en la médula adrenal bovina la
activacion del receptor muscarinico de la médula adrenal de rata es
eficaz para producir la secreciéon de catecolaminas. En 1981, Wakade
y col. describen la secrecion de catecolaminas debida a la
estimulacién del receptor muscarinico por la ACh,

Harish y col. (1987), hicieron un estudio en el que observaron
que la secrecion de catecolaminas mediada por el receptor
muscarinico de la médula adrenal de rata puede producirse en
condiciones de deprivacién de Capg2+ en las que la secrecién
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producida por estimulacién del receptor nicotinico o por
estimulacion eléctrica transmural resultarian suprimidas (soluciones
de perfusién en cero Ca2+ nominal, estas mismas con EGTA o bien
con verapamil). Piensan que esto es debido a la utilizacién de los
depésitos de Ca;2+.

Un modelo experimental en el que el receptor nicotinico no es
funcional, es la médula adrenal de pollo. En esta especie, toda la
secrecion se debe a la estimulacion del receptor muscarinico. Knight
y Baker (1986) estudiaron la secrecién de catecolaminas en células
cultivadas de la médula adrenal del pollo y encontraron que se
activan por la actuacién de la ACh sobre los receptores muscarinicos
exclusivamente, dado que la secrecidn inducida por ésta se inhibia
por la atropina y no por el hexametonio. Esta secrecidén dependia
absolutamente del Cac2* y parecia implicar canales de Ca2+. 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 secrecién producida tanto por el receptor
muscarinico como por ¢l nicotinico.

Ballesta y col. (1989) hicieron un estudio para caracterizar
bioquimica y tuncionalmente al receptor muscarinico de la médula
adrenal de este animal. Tras ensayar distintos agonistas
muscarinicos en glindulas adrenales de gato perfundidas
observaron que la secrecion de catecolaminas se produce segun el
siguiente orden de potencias, de mayor a menor: metacolina,
oxotremorina, pilocarpina, betanecol y muscarina. Asi mismo, bajas
concentraciones de estos agonistas potencian la respuesta secretora
provocada por la nicotina o el K*.
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Cualitativamente hablando, la secreciéon de catecolaminas
mediada por la estimulacién del receptor nicotinico y muscarinico
son diferentes en cuanto a la proporcidén de catecolaminas liberadas.
Ya en 1965, Douglas y Poisner hablan de que los agonistas
muscarinicos liberan preferentemente adrenalina, mientras que la
estimulacidén con agonistas como la nicotina, implica la liberacion de
los dos en cantidades parecidas. En este estudio se cuantificdé la
distinta proporciéon de adrenalina secretada por estimulacién del
receptor muscarinico, siendo para muscarina un 65% del total, para
metacolina un 78%, para oxotremorina un 69%, para pilocarpina un
69% vy para betanccol un 82%. La respuesta a la estimulacién por
metacolina no produce desensibilizacidn y cae a niveles basales ante
la retirada de Ca?*t.

El receptor muscarinico de las células cromafines de gato parece
ser del tipo M2 pues el [3JHJQNB se une a membranas en una curva
monofdsica con una Ky de 23 pM y una Bmax de 67 fmol. mg
proteina-!, siendo desplazade con mayor afinidad por la atropina
que por la pirenzepina.

Hoy dia estd claramente establecida la dependencia del Cac2+ de
la respuesta secretora mediada por el receptor muscarinico. Se pone
de manitiesto en un trabajo de Abad y col. (1992), que permite
concluir que el Cg2+ requerido para la secrecién de catecolaminas
por el estimulo nicotinico o altas concentraciones de K* parece venir
exclusivamente del medio extracelular, mientras que un depdsito
intracelular, probablemente ¢l reticulo endoplasmico, contribuye a
la respuesta secretora producida por el receptor muscarinico,
siendo, no obstante la movilizacién de Ca2* desde éste, incapaz por
si sola de producir una respuesta secretora,

En cuanto a la via de entrada de Ca?+, Borges y col. (1987)
sugieren la existencia de un iondéforo asociado al receptor
muscarinico por el cual accederia el Ca2* al citosol, que seria
diferente de los canales de Ca?*, dado que, ni un bloqueante de
dichos canales, el (+)PN 200-110, ni un activador como el (-)BAY K-
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8644 producian efectos notorios en la respuesta secretora evocada
por metacolina.

Hi,- CANALES DE POTASIO EN A MEDULA ADRENAL

Los canales de Kt son diversos en variedad y funcidn, resultando
su estudio cada dia mds 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
selectivamente tipos particulares de canales de K+, permitiéndonos
indagar sobre su papel fisiologico. Es notable la relevancia
tarmacolégica y terapeatica de estos canales. Farmacos tales como
las sulfonilureas antidiabéticas y algunos antiarritmicos los
bloquean; ademds, se ha encontrado una nueva clase de agentes, los
activadores de los canales de K+ con unas posibilidades terapeiticas
interesantes en el campo cardiovascular, neuronal y endocrino.

III.1.- CLASES DE CANALES DE POTASIO.

Existen wvarias clases fundamentales de canales de K+ y los
descubrimientos mds recientes indican que se encontrardn mas con
ayuda de las técnicas de electrofisiologia y de biologia molecular
(Tabla I).

Uno de los tipos de canales de K* estd constituido por aquellos
gue se activan por voltaje. Estos canales se abren y cierran en
respuesta a cambios en el potencial de membrana, de forma que
sefales de despolarizacién o de hiperpolarizaciéon pueden aumentar
su apertura generando una corriente de rectificacion de salida o de
entrada respectivamente. FEjemplos de estos son el rectificador
tardio (Ix) y el rectficador anomalo (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 actian
sobre receptores hormonales y para neurotransmisores. Ejemplo de
estos canales lo constituye el que origina la "“corriente M" (Im)
relacionada con la estimulacion del receptor muscarinico.

Otro grupo estd constituido por los canales de K* sensibles a ATP;
ejemplo de ellos lo constituyen los canales de Kt que regulan la
secrecion de insulina en las células beta pancredticas. Estas acciones
no estin ligadas a una proteina G.

Otro grupo de canales se activa por incrementos en la
concentracién intracelular de Ca?t. Estos los veremos con
detenimiento mds adelante ya que son el centro de la hipdtesis de
trabajo de este estudio. La mayoria de las clases de canales de K+
mencionados pueden existir en varias subclases. Asi, existen
canales que son sensibles a ligandos y a voltaje como los canales de
K+ dependientes de Ca?* de alta conductancia.

Ii1.2.- CANALES DE POTASIO MODULADOS POR CALCIO.

La primera prueba de la existencia de los canales de K+ activados
por Ca?+* se obtuvo a raiz de la observacién del incremento
dependiente de Ca?+ de la permeabilidad al K+ en la membrana de
eritrocitos y neuronas. Tras esas observaciones iniciales, se han
encontrado en gran cantidad de tejidos.
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TABLA 1. TIPOS Y CARACTERISTICAS DE 10S CANALES DEF
POTASIO

Canal o Activacidn Conductancia
Corriente Unitaria

Activados por voltaje:

Rectificador tardio(Ik) Lenta por despolarizacidn 17-64 pS

Rectificador andmalo(IR) Abicrto normalmente 5-2% pS
al potencial de reposo

Canal A (1a) Sc abre rapidamente y 20 pS
gencralmente de forma
transitoria tras una
despolarizacidn.

Acoplados a un Receptor:

Canales acoplados a Por unidn del ligando 35-55 pS
proteinas G (¢j. [ach) al receptor y sin

intervencion de un

segundo mensajero

Corriente M (Ip) Por activacion del ?
receptor muscarinico,
para bradikinina y de
sustancia P

Sensibles a ATPIgcarp)) El ATP inhibe su 20-90 pS
apertura. Algunos
son sensibles a voliaje

Activables por Nat(Ig(ng)) Activaciéon por 220 pS
[Nat};>20mM.
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TABLA I TIPOS Y CARACTERISTICAS DE LOS CANALES DE
POTASIO
C . i61)
Canal o Activacién Conductancia
Corriente Unitaria
Activados por Calcio:
De alia conductancig, Sc¢ uactlivan por la 100-250 pS
canalcs BK o Maxi K{l¢) [Ca*2]; en un rango de
10-8-10-5 M. La
despolarizacidn
facilita la apertura a
una [Ca*2?]; determinada
Dec  conductancia intermedia, Sc¢ activan por la 18-60 pS
canales [K. [Ca+211 en un rango
10-8-106 M. A veces
son dependicntes
de voliajc
De baja conductancia, Inscnsibles a  voltaje. 6-14 pS

canales SK.

Tabla tomada de

A potencial de reposo
son mads sensibles a
[Cat2]; que los BK

Castle y col., 1989.
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I11.2.1.- Tipos de canales de potasio modulados por
calcio.

Existen diversos tipos de canales de K+ dependientes de Ca2+ que
difieren en sus conductancias iémicas y en su sensibilidad a la
activacién por Ca2+ o por voltaje.

L.os tipos fundamentales de estos canales son:

a) Canales de K* activados por Ca?* de alta conductancia
(BK o "maxi" K).

b) Canales de K* activados por Ca?* de baja conductancia
(SK).

¢} Otros.

a) Canales de K* activados por Ca’* de alta conductancia.

Los primeros canales de K+ activados por Ca2* identificados
electrofisiolégicamente a nivel de canal dnico fueron los de alta
conductancia ionica, encontrados en la células cromafines de la
médula adrenal bovina (Marty, [1981), tdbulos transversales del
musculo de conejo (Barret y col., 1982) y en neuronas simpdticas de
rana (Adams y col., 1982).

Estos canales poseen una conductancia unitaria de 200 a 300 pS.
Fueron denominados por Alain Marty "big K channels” (Marty,
1981} y canales "maxi-K" por Ramén Latorre (Latorre y Miller,
1983). Los canales BK se activan directamente por Ca2* y no a
través de segundos mensajeros solubles, ya que su actividad es
dependiente de Ca2* adn en parches de membrana aislados y cuya
cara interior ha permanecido inmersa en una solucién renovada
durante varias horas. Los canales BK, ademis de activarse por Caj2+,
dependen del potencial de membrana. A una determinada [Ca2*];j,
los BK se abren mds a menudo y permanecen mas tiempo en estado
abierto cuando la membrana estd 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 fisioldgicos, excepto el ion amonio.
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Los canales BK se bloquean por TEA que es un bloqueante cldsico
poco especifico de los canales de K%, siendo mucho mas 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 conductancia desempefian un
importante papel en la fase de repolarizaciéon del potencial de
accion en muchos tipos de células (Adams y col., 1982; Lancaster y
Pennefather, 1987; Lang y Ritchie, 1990a y b). Podrian, por ello,
contribuir a modular la duracién del potencial de accion y la
entrada de Cac?* durante el mismo.

b) Canales de K+ activados por Ca?* de baja
conductancia.

Estos canales se caracterizan por su alta sensibilidad al Ca;2+
(activacion semimdxima a 200-500 nM), por no ser dependientes
del potencial de membrana y por que tienen una baja conductancia
16nica (6-14 pS). Se conocen como canales SK ("Small K channels").
Se bloquean por la neurotoxina apamina, la toxina LgqVIII, pero no
por el TEA.

Estos canales se hayan involucrados en el aumento de la
permeabilidad al K+ inducido por neurotransmisores y hormonas en
muchos tipos celulares (misculo liso visceral, células glomerulares
de la corteza adrenal y hepatocitos). Estin involucrados en la fase
de post-hiperpolarizacién lenta que sigue a los potenciales de accion
en muchas células excitables, en estas células tras la espiga se
produce una repolarizacidn, que se desgloba en la que se denomina
una fase de rapida posthiperpolarizacién que dura 50-100 ms y
una posterior mds lenta de 500-1000 ms en la que participan los
canales SK de lenta posthiperpolarizacion. Esto ocurre en neuronas
del glinglio simpatico y motoneuronas del la médula espinal entre
otras. Esta fase de lenta posthiperpolarizacion depende del calcio
extracelular, anulindose si este no estd presente, o si se bloquea su
entrada (Hille, 1992).
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El patrén de disparo de potenciales de accion de una célula puede
afectarse por la fase de lenta posthiperpolarizacién. Cuando una
corriente mantenida induce un tren de potenciales de acciéon la
acumulacién de fases de lenta posthiperpolarizacion puede
enlentecer gradualmente la tasa de potenciales de accién que se
disparan e incluso impedir a la célula alcanzar el umbral de disparo
de nuevo. Este enlentecimiento no ocurre si se bloquea la entrada
de calcio impidiendo la activacién de los canales SK.

Estudios autorradiogrdficos y de fijacién de radioligandos
realizados con [1251]-apamina muestran que los sitios de unién de
apamina (presumiblemente el canal de K* dependiente de CaZ+) se
localizan en  diversas regiones del sistema nervioso central, y
también  en muchos tejidos periféricos, como higado, gliandula
adrenal, rinén y muisculo liso intestinal,

¢) Otros canales de K* activables por Cal+.

Existen ademdas de los SK, otros canales de K* que poseen
conductancias menores que los BK. Asi, por ¢jemplo, en musculo
cultivado de rata hay un canal de una conductancia muy baja, 4 pS
y que es ain mas sensible al Ca?* que los SK y los BK.

I11.3.- MODULADORES DE LOS CANALES DE POTASIO.

111.3.1.- Toxinas

La apamina. La apamina es un pequefio polipétido de 18
aminodcidos aislado del veneno de la abeja (Apis mellifera). La
apamina actda a una concentracion 1-10 nM sobre los canales SK
(Blatz y Magleby, 1986; Cook y Haylett, 1985). Es muy selectiva en
su accion, no actuando en los canales de tipo BK (Pennefater y col.,
1985). Se ha aislado también una toxina tipo apamina, la LqVIII,
del veneno del escorpion Leiurus quinquestriatus, que bloquea los
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canales sensibles a apamina y compite con ella por sus sitios de
unién en e} higado.

La caribdotoxina. Es un polipétido basico de 37 aminodicidos,
aislado también del veneno del Leiurus quinquestriatus, muy util
en el estudio de canales de K+ activados por Ca?* no bloqueados por
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 duracién del potencial de accidn, lo
que indica que los canales BK estdn involucrados en la fase de
repolarizacion de éste (Storm, 1987). En la mayoria de los casos
actua en el rango nanomolar, uniéndose a la cara interna del canal.
No afecta a los canales SK sensibles a apamina.

I.a noxiustoxina. Procede de! veneno de otro escorpidn, el
Centruroides nuxius. Bloquea entre otras la corriente de K+
rectificadora andémala en el axén gigante de calamar (Carbone y col.,
1982).

La dendrotoxina. Aislada del veneno de la serpiente
Dendroaspis angusticeps. Por su accién sobre los canales de K+
dependientes de voltaje facilita la liberacién de ACh en la unidn
neuromuscular (Harvey y Anderson, 1985).

El péptido de degranulacion de mastecitos (MCDP)., EI
MCDP se aisléo del veneno de 1a abeja (Apis mellifera). Es un
polipétido de 22 aminodcidos extremadamente bdsico con una
potente accidn antiinflamatoria, y que produce la liberacion de
histamina de los mastocitos. Bloquea selectivamente, a
concentraciones submicromolares los canales de Kt dependientes de
voltaje neuronales (Stansfeld, y col., 1987).
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I11.3.2.- Agentes farmacoldgicos.

Antiarritmicos de la clase lII. Actidan prolongando el tiempo
de repolarizacién ventricular por bloqueo de canales de K+ en el
corazén. Entre ellos se encuentran el clofilinium (un amonio
cuaternario derivado del TEA), el sotalol y sus andlogos sematilida y
risotilida, el UK-68798, y la N-acetilprocainamida que es un
metabolito de la procainamida.

Sulfoniflureas hipoglucemiantes. Incluyen la tolbutamida,
tolazamida, clorpropamida, y las mads modernas, glibenclamida
(gliburida) y glipizida. Actian por interacién con el canal de K+
dependiente de ATP. La secrecién de insulina depende de Ca2+. La
glucosa despolariza la membrana de las células beta pancredticas y
permite la entrada de Ca2* por los canales de Ca?t dependientes de
voltaje. El incremento de ATP producido por el metabolismo
intracetular de la glucosa, disminuye el nimero de canales abiertos
de potasio sensibles a ATP, por bloqueo del canal, originando una
despolarizacion. Las sulfonilureas ejercen un efecto similar al del
ATP.

Activadores de los canales de potasio. Son, actualmente,
objeto de mucha atencién. Incluyen un grupo de vasodilatadores
entre los que se encuentran el nicorandil, pinacidil y cromakalin.
Dan lugar a la relajacién del miisculo liso por apertura de canales de
K+. El nicorandil fue el primero para el que se conocié su accidn
como vasodilatador coronario, si bien este efecto se produce admais
por el grupo nitro de su molécula. El diazéxido, el minoxidil, el RP
49356 y la dihidropiridina 1,4, niguldipina, son también farmacos
activadores de los canales de K*. La niguldipina posee dos isémeros,
siendo el enantiomero (+) activador de los canales de K+ y el (-)
antagonista de canales de Ca?+ de tipo L.

Otros agentes farmacologicos. Existen otros agentes que

bloquean los canales de K+ y que se utilizan mucho para su estudio.
El tetractilamonio (TEA), que actia sobre los canales de K+
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dependientes de voltaje y los canales activados por Ca2+ de alta
conductancia (BK), entre otros; algunas aminopiridinas (APg) a las
que son sensibles ciertos tipos de canales sensibles a voltaje; la
quinina, bloqueante de canales dependientes de Ca2+t; la
tetrahidroaminoacridina (THAC), que actia en la corriente I4; la d-
tubocurarina, bloqueante de canales de K+ dependientes de CaZ+
tanto de alta como de baja conductancia. También existen iones
capaces de bloquear estos canales como el Ba2+, el Cs+ o el Na*.

1V.: CORRIENTES TONICAS ASOCIADAS A L A
ESTIMULACION MUSCARINICA.

Los efectos de los agonistas muscarinicos en las propiedades
eléctricas de las células cromafines se han estudiado poco. Se han
descrito tanto corrientes idnicas de entrada como de salida
asociadas a la estimulacion 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
cromaftines de rata cuyo potencial de membrana se fijé a 0 o -20
mV.

En cambio, en otros tres estudios se concluye que la estimulacién
del receptor muscarinico activa corrientes de entrada
despolarizantes. Knight y Maconochie (1987) sugirieron que los
receptores muscarinicos despolarizan la célula cromafin de pollo
abriendo canales catiénicos no selectivos que generan una corriente
inespecifica de entrada, lenta, que se produce varios segundos,
después de la estimulacidén del receptor muscarinico.

Akatke y col. (1990) concluyen que la muscarina induce una
lenta despolarizacién y una corriente aparentemente de entrada en
células cromafines de rata, mediante el bloqueo de canales de K+
que estdn abiertos a potenciales cercanos al potencial de reposo de
la membrana.
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TABLA 1I.

CANALES DE POTASIO.

ACTIVADORES Y BLOQUEANTES DE LOS

Tipo de canal Toxina Agente Ién
Farmacolégico
Activ r_ v
Rectificador tardio Dendrotoxina TEA, Quinina, Ba2+, Cst
Ik Noxiustoxina G-aminocacridina
Rectificador andmalo - TEA BaZ+, Cst
IK1
Canal A, IA Dendrotoxina TEA(poco) Cst
MCDP APg (potente)
THAC
b) Acoplados a _un__receptor:
Acoplados a prot. G - APg BaZ+, Cst
E). IK(Ach)
Corriente M, Iy - TEA Bal+
[(KATP) - Sulfonilureas -
Glibenclamida
Quinina
9-aminoacridina
TEA, Diazéxido
d) Activados por calcio:
Pe alta conductancta Caribdotoxina TEA, Quinina BaZ+
BK Noxiustoxina d-tubocurarina
De conductancia Caribdotoxina Quinina Balt, Cst
intermedia, IK IK<BK
De baja conducltancia Apamina Quinina -
SK Lg VIII d-tubocurarina

9-aminoacridina

Abreviaturas: TEA: Tetretilamonio; MCDP: Péptido de la degranuviacion celular;
APS: aminopiridinas; THAC: tetrahidroaminoacridina. Tabal tomada de Triggle,
1990.



Finalmente, Inoue y Kuriyama (1991) observaron que la
muscarina y la oxotremorina producen una corriente de cntrada a
un potencial de mantenimiento de -40 mV en células cromafines de
cobaya, y concluyen que la activacién del receptor muscarinico
aumenta la conductancia a los cationes Na+, K+ y CaZ+ por mediacién
de una proteina 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 ademds han demostrado su relaciéon con
la activacién del receptor muscarinico. En un primer trabajo, (Neely
y Lingle, 1992a4), describen la existencia de una corriente de salida
de potasio dependiente de CaZ+ a potenciales que van desde -30
mV a +50 mV. Esta corriente tiene dos componentes. El primero de
ellos que es blogueada por TEA (1-5 mM), se activa por
despolarizacién a una concentracion de Ca;2+ fijo y se desactiva de
forma dependiente del voltaje. Estas caracteristicas se asocian
normalmente a la activacion de los canales de K+ BK (Adams y col.,
1982; Pallota, 1985; Lancaster y Pennefather, 1987; Blatz vy
Magleby, 1987).

El otro componente de la corriente activada por CaZ+ se inhibe
por curare y apamina, posee poca dependencia de voltaje y estd
asociado a una corriente de cola lenta y dependiente de CaZ+. Todos
estos son caracteristicos de las corrientes a través de los canales SK
encontradas en las células GH3 (Ritchie, 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 basidndose en criterios farmacoldgicos y
en la dependencia de voltaje, resultan idénticos a los anteriormente
descritos. A potenciales por debajo de -40 mV, la corriente activada
por muscarina es ampliamente bloqueada por curare o apamina y
variablemente por TEA. Esta corriente es similar a la mediada por
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los canales SK de otras células (Romey y col, 1984; Blatz y Magleby,
1986; Lang y Ritchie, 1987) y a la lapp de las neuronas del ganglio
simpdtico (Nohomi y Kuba, 1984; Pennefather y 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 dependiente de voltaje, llamada a menudo corriente BK,
encontrada en 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 existencia de canales SK en ellas,
basindose en la siguientes resultados:

a) La histamina, que produce un aumento del Ca;2+ por interacion
con receptores Hji, movilizindolo de los depdsitos dependientes de
inositoles fosfato (reticulo endopldsmico), genera una corriente de
salida en paralelo con el ascenso de Ca2+ a un potencial de -48 mV.
A -78 mV solo se observa el ascenso en la concentracion de CaZ+,

b) Los valores de los potenciales de reversién sugirieron que se
trataba de corrientes de K+ como se comprobé modificando la

concentracion extracelular de éste.

¢) La conductancia unitaria de los canales que mediaban esta
corriente fué de 3-5 pS.

d) Esta corriente se bloqueaba por apamina.

(8]
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Desde los trabajos pioneros de Dale (1914) y Feldberg (1934), 1a
médula adrenal de gato perfundida ha constituido un excelente
modelo para el estudio de la liberacién de catecolaminas en
respuesta a la estimulacién del receptor muscarinico de la célula
cromafin (Lee, 1972; Kirpekar y col., 1982a y b; Borges y col., 1986;
Ballesta y col.,, 1989; Abad y col., 1992). Sin embargo, los
mecanismos intimos implicados en la respuesta muscarinica no
estdn del todo esclarecidos.

Aunque el Ca?+ de los depésitos intracelulares contribuye a la
respuesta secretora, la mayoria del Ca2t requerido para disparar y
mantener la respuesta muscarinica procede del medio extracelular
(Abad y col., 1992). Un hecho que estd poco claro, es como este Ca2+t
(Cae2*) llega al interior de la célula, a través de la membrana
plasmdtica, hasta la maquinaria secretora. Hace algunos afios se
sugirié la posibilidad de la existencia de un iondforo asociado a éste
receptor (Borges y col., 1987). Sin embargo, también podria ocurrir
que el Cac?* accediese al interior celular a través de los canales de
calcio dependientes de voltaje, tan importantes en las entradas de
Ca2* en estas células. Seria, pués, interesante conocer como se
produce el aporte de Ca2+ de origen tanto intracelular, como

extracelular en la respuesta muscarinica.

Por otro lado, se han descrito y caracterizado canales de K+
dependientes de (a2t de alta conductancia (BK) y de pequeiia
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
membrana celular durante el potencial de accion. En consecuencia,
podria ocurrir que los canales de K* dependientes de Ca2+
estuvieran regulando la permeabilidad al Ca2+ y por ello, el proceso
secretor en las células cromafines de gato estimuladas con agonistas
muscarinicos. Por lo tanto, resultaria interesante indagar sobre la
existencia de estos canales SK en la c¢€lula cromafin del gato vy su
papel en la respuesta muscarinica.
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Ademds de la técnicas de perfusién mencionadas, utilizaremos la
medida de las variaciones en la concentracién de Ca;2+ en célula
tnica aislada con la sonda fluorescente fura-2. Esto se realizara
paralelamente al estudio de la secrecién de catecolaminas
provocada por la estimulacién muscarinica. De esta manera,
podremos estudiar la movilizacién de Caj2*+ ante el estimulo
muscarinico en distintas condiciones experimentales y establecer
paralelismos con la secrecion.

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

1) Indagar sobre la existencia de canales de K+ dependientes de
Ca2+ en las células cromafines de la médula adrenal de gato,
intentando encuadrarios en los tipos descritos en células cromafines
de otras especies, o sea, canales de K+ dependientes de Ca2+ de alta
(BK) o de baja (SK) conductancia ionica.

2) Estudiar el control de el posible papel de los canales de K+
dependientes de Ca?* en la secreciéon de catecolaminas mediada por
estimulacion del receptor muscarinico de las células cromafines de
la médula adrenal de gato.

3) Profundizar en el mecanismo de la respuesta secretora
muscarinica estableciendo un paralelismo con las modificaciones de
la [Caj]l?* e intentar con estos datos distinguir el origen, bien
extracelular, bien intracelular, del Ca?* requerido para el
mantenimiento de la respuesta secretora en ¢! tiempo.
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L.os experimentos realizados en 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 (20-22°C) con
agua y alimentacién "ad libitum".

L. ESTUDIOS DE LA LIBERACION DE CATECOLAMINAS EN
LA ADR R | ! o".

I.1.- AISLAMIENTO Y PREPARACION DE LA GLANDULA
ADRENAL PARA SU PERFUSION.

LLos animales se anestesiaron mediante la administracidén, via
intraperitoneal, de pentobarbital sédico (50 mg.Kg-') disuelto en
etanol y agua destilada (1:4). Este anestésico no ejerce ningun efecto
sobre la secrecion de catecolaminas.

Una vez que ¢l animal se encontraba completamente anestesiado,
se procedia a practicarle una incisién a lo largo de la linea media
abdominal, para posteriormente retirar las asas intestinales y dejar
ambas glandulas adrenales a la vista. La extraccién de éstas se
realizaba tras la colocacién de un cdnula de polietileno en la vena
adrenolumbar y la ligadura de todas las vias de acceso de sangre a
las gldndulas (Dixon y col., 1975).

A continuacion, la gldndula canulada se perfundia
retrogradamente mediante una bomba peristdltica (Eyela), con
soluciones nutricias situadas en un bafio a 37°C. El liquido de
perfusién drenaba a través de pequefias incisiones realizadas en la
corteza adrenal con wuna aguja hipodérmica, siendo recogido en
tubos de ensayo. Durante todo el tiempo que transcurria desde la
extraccion de las gliandulas hasta que finalizara el experimento,
éstas se colocaban en el interior de una cdmara formada por un
pequefio embudo y tapada con ‘“parafilm”™ para mantener la
temperatura y evitar la desecacidon (Fig. 1).
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Glanduias
adrenales
Bomba .
peristaltica Oxigeno
'l
Recogida de
muestras
Soluciones de perfusién
Fig. 1. Perfusiéon de  glandulas adrenales "in  vitro”, Las gldndulas

adrenales canuladas sc colocaron en un sistema de perfusion propulsado por
una bomba peristiltica que llevaba las soluciones desde un bafio a 37 °C donde
permanccian sumergidas y continuamente oxigenadas hasta las camaritas en
las que sc¢ colocaban las glindulas. El liquido quc salia se recogia en tubos de
ensayo sumcrgidos en hiclo y que contenian 4dcido perclorico suficiente para
obtener una concentracion en la muestra de 0,05 N.



1.2.- PERFUSION Y RECOGIDA DE MUESTRAS.

Las glindulas se perfundieron a un flujo de 6 mi.min-!, el cual
permite la recogida de muestras a intervalos muy cortos. Antes de
iniciar los experimentos, se dejaban transcurrir 90 min a fin de que
la liberacién espotinea de catecolaminas se estabilizara.

Todos los protocolos experimentales fueron precedidos por la
administracién de dos pulsos de "preparacion” con el secretagogo
que se pretendiera emplear posteriormente, a fin de obtener una
respuesta secretora uniforme con la repeticion de los estimulos
durante el experimento (Cardenas 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 sumergidos en hielo, que contenian Aacido
perclorico en una concentracion suficiente para alcanzar una final
de 005 N, con objeto de evitar la oxidacién espontinea de
catecolaminas.

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

I.3.1.- Medida de las catecolaminas totales.

El contenido total de catecolaminas (noradrenalina mas
adrenalina) se determindé por fluorometria seguin la técnica de
Shellenberger y Gordon, (1971) con algunas modificaciones. El
fundamento de la determinacién de catecolaminas por este método
consiste en la oxidacién con iodo de la totalidad de las catecolaminas
a pH 7, transformiandolas en compuestos fluorescentes
(noradrenolutina vy adrenolutina) que pueden ser medidos con un
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espectrofluorémetro a una longitud de onda de excitacién de 380
nm y de 495 nm de emisién. Este método tiene la ventaja de que se
pueden procesar muchas muestras a la vez y de que es bastante
rapido.

El procedimiento consiste en tomar una alicuota de la muestra
que contiene las catecolaminas y llevarla hasta un volumen total de
1 ml con dcido perclérico 0'05 N. Para mantener el pH 7 se
adicionan 1'5 ml de tampdn fosfato (la composicion de los reactivos
se detalla en la Tabla IIT), a continuacion se afiaden 02 ml de
soluciéon de iodo 0'1 N que actia como agente oxidante.
Transcurridos exactamente 2 min se afiaden 0'5 ml de sulfito sddico
en solucion alcalina, esperando otros 2 min, tiempo tras el cual se
afiaden 400 pl de dcido acético glacial para estabilizar la
fluorescencia. En este momento, se introducen las muestras en una
estuta a 100 °C durante 3 min y, seguidamente se enfrian en nevera
o hielo para incrementar la fluorescencia de los productos de
oxidacién. Tras un tiempo en que alcanzan la temperatura ambiente,
se procede a la lectura de la fluorescencia, que se realiz6 con un
espectrofluorometro  Aminco-Bowman,

En los casos en los que se sospechaba la existencia de
fluorescencia intrinseca en los farmacos utilizados, se preparaba una
seric paralela de alicuotas de las muestras y se trataban de manera
andloga a las anteriores, con una sola diferencia, la adicién del
sulfito sodico era anterior a la del 1odo. De esta manera se valoraba
la posible fluorescencia del fdarmaco sin obtener los compuestos
fluorescentes derivados de las catecolaminas. Ninguno de los
farmacos utilizados poseia fluorescencia.

Simultdneamente a la oxidacion de las alicuotas de las muestras,
se prepararon estdndares externos de concentracion conocida de
catecolaminas que se procesaron de manera andloga a las muestras
problema. Estos estdndares llevaban 100 pg (100 pl de 1 ng.ul-1)
de catecolaminas totales de las cuales un 70% era noradrenalina vy
un 30% adrenalina.
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TABLA III. LUCI PARA LA
TE JON FLUOR E AS.

Tampén fosfato-EDTA

NazPO4H 4'27 g
KPO4H> 952 ¢
EDTA 90 g
H,O cps 1.000 ml

Solucidén In (O'IN)

IK 2
I2 05 g
HO 40 ml

Solucion alcalina de
Sulfito Soédico (1'25%)

NaSO3 063 g
NaOH (5N) 45 ml
H»O 5 ml
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Esta proporciéon se calculdo a partir de la secrecidn diferencial de
catecolaminas obtenida con distintos agonistas muscarinicos en la
glandula adrenal de gato (Borges y col., 1986). Se utilizdé también
cuando se empieaban concentraciones despolarizantes de K+, ya que
la proporcién de catecolaminas fue similar. La relacién entre la
concentracion de catecolaminas y la fluorescencia emitida por los
productos de su oxidacién es lineal en un amplio rango de
concentraciones como se ha comprobado mediante la realizacién de
rectas de calibracidn.

El cdlculo de la concentracion de catecolaminas de las muestras a
partitr de la fluorescencia que emiten se obtuvo teniendo en cuenta
la fluorescencia emitida por el estdndar que corresponde a 200 ng
de catecolaminas. Los rtesultados se expresan como ng.30 s°! o como
ng.5 s°1, segin el tiempo de recogida de muestras empleado.

1.3.2.- Determinacion del contenido diferencial de
catecolaminas.

La determinacién de la proporcién de adrenalina y noradrenalina
en las muestras se realizd con la técnica de cromatografia liquida de
alta eficacia (HPLC). El equipo que utilizamos constaba de una
bomba cromatografica Perkin Elmer Series 10, un inyector
automatico Gilson Model 401, con una valvula Rheodyne 7125 con
bucle de 50 ul y una columna rellena de Spherisorb ODS2 (C18) de
5 um de tamaio de particula y de una longitud de 5 c¢cm y didmetro
interno de 4,6 mm. Este sistema estaba acoplado a un detector
electroquimico.

Para decterminar el contenido en las distintas catecolaminas, se
utilizaron patrones externos de concentracion: conocida a partir de
los cuales el aparato realiza una curva patréon. En nuestro caso se
introdujeron dos puntos por duplicado, uno que contenia 50 ng.ml-!
de noradrenalina y 50 ng.ml-! de adrenalina, y otro con 200 ng.-!
ml de cada una de ellas. Ademds se utiliza un patréon interno, la



dihidroxibencilamina (DHBA), wuna amina sintética, cuya
concentracién en los estindares yen las muestras era de 200
ng.mi-I,

Las muestras, en las que previamente se habian determinado las
catecolaminas totales por fluorescencia, se diluian con 4cido
perclérico 0'05 N de forma que alcanzasen una concentracién final
que se encontrase en el rango de los estdndares externos. La
cuantificacién de las catecolaminas era tealizada por un integrador
de dreas que nos ofrecia los resultados en ng.ml-! mediante un
programa que comparaba los tiempos de retencién y las dreas de
los distintos picos problema con las de los patrones.

II.- MONITORIZACION DE LOS NIVELES DE CALCIO
IT LICO EN CELULA R INES FELINAS.

I1.1.- AISLAMIENTO Y CULTIVO DE CELULAS
CROMAFINES DE LA MEDULA ADRENAL DE GATO.

Las dos glindulas adrenales del mismo gato se aislaron vy
canularon siguiendo la técnica quirdrgica descrita anteriomente. No
s¢ practicaron agujeros en la corteza. Con objeto de eliminar los
gritrocitos y de preparar los vasos para el paso siguiente, se inyectd
a las glandulas, a través de la cdnula, medio Locke sin Ca2* ni Mg2+.
A continuacion, se llevd a cabo la digestién de la médula inyectando
tres veces, a intervalos de 15 min, 1 ml de medio de Locke sin Ca2+
ni Mg2+ que contenia un 025 % de colagenasa, un 0'S % de albimina
sérica bovina y un 0'01 % de inhibidor de tripsina de semilla de
soja. Las glindulas se mantuvieron todo ese tiempo a 37°C.

Tras abrir longitudinalmente las gliandulas, se raspdé la médula
licuada, separandola de la corteza. La colagenasa se lavd tres veces
con soluciéon de Locke sin Ca?+ ni Mg2+ por centrifugaciones
sucesivas de las células a 120xg durante 10 min; finalmente, las
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células se resuspendieron en medio de Dulbecco modificado por
Eagle (DMEM) suplementado con 10% de suero fetal de ternera y
que también llevaba 10 uM de citosina arabindsido, 10 puM de
fluorodeoxiuridina, 50 U.ml-! de penicilina y 50 pg.mi-! de
estreptomicina. Las c¢élulas asi obtenidas se sembraron en
cubreobjetos circulares y se incubaron a 37 °C en atméfera saturada
de agua con un 5% de CO2 y un 95% de aire. El medio se cambié a las
24 h y después cada dos dias.

I1.2.- MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE CALCIO LIBRE
CITOSOLICO EN CELULAS CARGADAS CON FURA-2.

El tura-2 es un indicador fluorescente para el estudio de la sefal
intracelular de Ca?+ (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 4cido que queda asi retenido en el interior
celular (Fig. 2).

Para realizar nuestro experimentos, las células cromafines se
cargaron incubdndolas con fura-2/AM (2'5 uM en solucién de
Krebs) durante 45 min a temperatura ambiente, tiempo tras el cual
s¢ lavaron varias veces con medio de Krebs. Acto seguido, se
tuvieron durante 10 min en la incubadora a 37°C con objeto de
facilitar la entrada del fura-2/AM al interior celular.

Las c¢élulas asi preparadas se utilizaron para repetir algunos de
los protocolos experimentales de secrecion de catecolaminas
realizados en las gliandulas perfundidas para estudiar esos aspectos
desde el punto de vista del Ca;2+. 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 perfusién en el que el liquido llegaba a las células por
medio de una bomba peristdltica y se retiraba por aspiracion
mediante vacio (Fig. 3).

44



A N(CH ,C00 "),

(CH ,C00°),
OCH ,CH ,0
o”
— CH,
N=" FURA-2
]
l\/
Cco0"
B T — ]

Fura 2 tetraéster
(hidrofébico, permeable)

Fura 2 tetraéster

l “#— gstorasas

Fura 2 tetra-anién
{hidrofilico, no permeable)

— |
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La superfusién se realizé con Krebs-Tris a temperatura ambiente
(25+£2°C). Las célutas se estimularon individualmente con
secretagogos introducidos en finas pipetas de vidrio cuyo extremo,
de 2-4 pum de diametro, se¢ situaba con Jla ayuda de un
micromanipulador a una distancia aproximada de 20 pum de la
superficie celular. Estas pipetas van conectadas a un sistema de
eyeccion neumdtica de farmacos (Picospritzer II, General Valve
Corp.). Cuando se rtequeria la incubacion de farmacos, estos se
introducian con anterioridad al estimulo también en el liquido de
perfusion.

LLa medida de la fluorescencia debida al fura-2 unido al calcio se
realiz6, mediante un fotomultiplicador, en una sola célula cargada
con fura-2 que era excitada alternativamente con luz de longitudes
de onda de 360 y 390 nm. La concentracién de [Ca2+]; sc-calculd a
partir de la razén de las sefiales fluorescentes obtenidas con las dos
longitudes de onda de excitacién (360 sobre 390) utilizando la
ecuacion establecida por Grynkiewicz y col. (1985):

[Ca2+]; = Ker (R-Ro) / (R1-R) (1)

en la que K¢pr es la "constante de afinidad efectiva” para el Ca2+,
Rpes la razon de las fluorescencias emitidas cuando la concentracion
de calcio es cero, y Ry corresponde a la razén obtenida a [Ca2+]; que
saturan al indicador. Estas constantes de calibracidén se
determinaron experimentalmente para nuestro equipo siguiendo el
procedimiento descrito por Almers y Neher (1985). Para ello, se
realizaron tres determinaciones en diferentes células dializadas en
la configuracion de "célula entera” en la técnica de "patch clamp”
(Hamill y col., 1981), con varios tampones EGTA-Ca2+ que se
afladieron a la solucién intracelular que rellena la pipeta. La adicion
al medio intracelular de 10 mM EGTA o de 10 mM CaCly nos
permitié medir directamente los valores de Rg y Rj. Por otro lado,
Kefr s& determinéd mediante la ecuacidén (1), llevando a cabo una
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Fig., 3. Mcdida de la conceutracién de calcio intracelular con la sonda
fluorescente fura-2. Las células cargadas sc colocaban en la platina de um
microscopio y sc excitaban alternativamente con luz de longitudes de onda de
360 y 390 nm. La fluorescencia emitida se recogia en un fotomultiplicador y
se analizaba en un ordenador. Las soluciones se superfundian con una bomba
peristdltica y se retiraban por aspiracién mediante vacio.
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tercera medida de la razén de la fluorescencia emitida por una
célula que habia sido dializada con una solucién que contenia 6'6
mM de EGTA-Ca2+ y 33 mM de EGTA que proporcionaba una [Ca2+];
de 0'3 uM. Las sefiales de fluorescencia se recogieron cada 0'S s en
un ordenador que convertia continuamente las relaciones de
fluorescencia en valores de [Ca2+];.

I1I.- SOLUCIONES Y FARMACOS UTILIZADOS

Tanto para la perfusiéon de gliandulas como para la superfusion de
células, la solucidn base utilizada fue la de Krebs-Tris, los farmacos
s¢ disolvieron en esta solucion.

La solucidon de Krebs-Tris tenia la composicién siguiente (mM):

NaCl 134
KO 5'9
Mgl 1'2
CaCl; 2'5
Glucosa 11

Tris-(hidroximetil)-aminometano 10

Una vez preparada la solucidon, se gasifico con Oz puro y se
mantuvo en un bafio a 37+2 °C hasta que alcanzd esta temperatura.
Después se ajusto el pH a 7'4 con HCL

Cuando se requirié utilizar soluciones con concentraciones de K+
de 59 mM, se retiraron del medio cantidades equiosmdticas de NaCl
a las de KCl. Cuando se trabajé en ausencia de Ca2+, se retiré el CaCly
sin (ue este cation se reemplazase por sustancia alguna, pués el
cambio en la osmolaridad que se produce es tan pequefioc que no
afecta a la respuesta secretora (Ladona vy col., 1984).
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Cuando se trabajé con el Bay K 8644 6 con la isradipina se utilizé
luz de sodio pués debido al grupo nitro presente en el grupo arilo,
éstas moléculas son fotosensibles.

La sonda fluorescente fura-2/AM se disolvié inicialmente en
dimetilsulfoxido (DMSQO) y posteriormente, se diluyé con sonicacién
en un bafo de ultrasonidos en una solucién de Krebs.

IV.- ANALISIS ESTADISTICO

Los datos aparecen expresados como la media * error estdndar
de la media. La significacion estadistica 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.
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L.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.

I.1.1.- Respuesta secretora producida por la activacion
repetida del receptor muscarinico.

Para realizar este estudio, el primer paso seguido fue la eleccién
de un protocolo experimental que permitiera la estimulacién
repetida de las glandulas adrenales perfundidas de gato y la
obtencion de respuestas secretoras de magnitud similar. También
se buscd que la liberacién de catecolaminas fuera suficientemente
grande como para que se pudiera observar con claridad su
vartacién como consecuencia de las distintas condiciones
experimentales en las que era estudiada.

Seleccionamos un agente muscarinico, la metacolina, sobre el cual
existe abundante literatura en la que se corrobora su eficacia como
agonista puro del receptor muscarinico de glandula adrenal de gato
(Abad y col., 1992; Borges y col., 1987). Para elegir un tiempo de
estimulaciéon adecuado, se realizé un protocolo en que se aplicaban
pulsos de metacolina 100 uM de 5, 10, 20, 30 y 60 s de duracidn,
recogiéndose del liquido de perfusién que manaba de la gldndula
durante 90 s (Fig. 4). Con 10 s de estimulacién encontramos que la
respuesta era adecuada y reproducible.
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Fig.4. Secrecion de¢ catecolaminas producida por pulsos de mctacolina
(100 uM) de distinta duracién. Tras un tiempo de estabilizacion de 1 h, cada
glidndula se estimuld con metacolina a intervalos de 15 min durante distintos
ticmpos recogiendo un total de 90 s en muestras de 30 s (abcisas). Los datos
son medias de dos gliandulas.
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En la Fig. 5A, se representa el perfil de la respuesta secretora
producida por un pulso de 10 s de 100 uM de metacolina. Al
tiempo cero se muestra el valor de la secreciéon basal debida a la
liberacién espontinea de catecolaminas durante los 30 s previos al
pulso ( 78 + 7 ng.30 s-1). Los tres puntos siguientes corresponden a
la respuesta producida por la metacolina; como se puede observar,
la secrecion aumenta hasta un pico en los 30 primeros segundos,
cayendo rdpidamente en las dos muestras posteriores. La mayor
parte de la secrecion producida se recoge en la primera muestra,
siendo el contenido de la udltima ya cercano a la secrecion basal.

La liberacion neta de catecolaminas se calculé restando la
secrecion basal al conjunto de las tres muestras que corresponden
al pulso. Tras repetir el experimento 32 veces, fue de 805 + 164
ng.pulso-! (media = error estandar).

El mantenimiento de un mismo nivel de secrecién tras estimular
repetidas veces las gldndulas durante 10 s con metacolina, se
comprobd aplicando seis pulsos iguales con un intervalo entre ellos
de 15 min. Como se puede observar en la Fig. 5B, se obtiene una
buena reproducibilidad de las respuestas, con un error detectable
de estimulo a estimulo de un 10%.

I.1.2.- Efecto de la d-tubocurarina sobre la respuesta
secretora muscarinica.

[.1.2.1.- Potenciacidén por la d-tubocurarina de la respuesta
secretora  producida por estimulacién del receptor
muscarinico.

La d-tubocurarina {(DTC) es un inhibidor de la conductancia al K+
dependiente de Ca?+ en células de ganglio simpdtico de sapo (Nohmi

53



(2}
1]
€ 1000+ (n=32)
3 |
- 800
2 i -
2 600
8% ol
= g 400':
§ 2004 —
= .
0 30 60 90

Tiempo de recogida (s)

0
©
£ (n=2)
£ n=
& 800 -
[o]
S~
= 600k
[S 3 e ;
o @
T 3
o o 400 -
©
gg 200
S )
(2]
o
< 0-
=
-
Pulsos de metacolina
Fig. 5. (A): Perfil correspondiente a la liberacién de catccolaminas

producida por un pulso dec 10 s de metacolina (100 pM) administrado a
glandulas adrcnales de gato perfundidas. Tras recoger los 30 s previos al
pulso para determinar la secrecion basal (0 en abcisa), se recogieron tres
muestras mds de 30 s, la primera de cllas durante los 10 s de cstimulacidn y 20
s mds ¢n Krebs-Tris, y las otras dos en Krebs-Tris. El area bajo la curva sc
obtuvo tras sustracr la liberacidon basal a cada una de las tres muestras de 30
s. Los datos son media * error estdndar de 32 pulsos de metacolina cn
diferentes glindulas. (B}: Liberacion ncta de catecolaminas producida por
pulsos sucesivos dc metacotina (100 uM  durante 10 ) administrados a
intervalos de 15 min. Los datos son mcedias de 2 giandulas,



y Kuba, 1984), de corrientes de salida de K+t inducidas por
inyecciones de Ca?* en células hibridas NG 108-15 de
neuroblastoma x glioma de ratén (Brown y Higasida, 1988) y de la
salida de K+ mediada por Ca2+ en hepatocitos de cobaya (Cook y
Haylett, 1985). Parecia, por lo tanto, interesante ensayar el efecto
de esta molécula sobre la liberacién de catecolaminas producida por
la estimulacion muscarinica de la gliandula adrenal de gato.

Para realizar este estudio (Fig. 6), elegimos un protocolo en que
estimulamos cada 15 min las glindulas con metacolina. Un primer
pulso control evidenciaba la respuesta secretora de la metacolina
sola. En los cuatro pulsos siguientes se introdujeron concentraciones
crecientes de DTC en un rango comprendido entre 107y 104 M,
puesto que los efectos de DTC descritos anteriormente se
observaban a concentraciones micromolares, Cada concentracién
estuvo presente 5 min antes del pulso y a lo largo de las tres
muestras de 30 s en que se valoraba la respuesta producida.

Como se puede observar, la DTC incrementa la secrecion de
catecolaminas mediada por la metacolina y este efecto depende de
la concentracién. Ya con 10-6 M de DTC se puede apreciar un visible
incremento en la sefal secretora. Cuando la concentracién utilizada
fue de 103 M la secrecién se duplicé (1.646 %= 171 ng), y cuando
fue de 104 M la sefial alcanzé 1.966 + 232 ng.

Con estos resultados se puede hacer un cdlculo aproximado de la
ECsp para la DTC como potenciador de la secrecidén, obteniéndose un
valor de 10 1M, cifra que se encuentra en el rango descrito en la
literatura para bloquear canales de K+ dependientes de Ca2+ (Nohmi
y Kuba, 1984; Cook y Haylett, 1985).
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Fig. 6. Efccto de la d-tubocurarina, el hexametonio y la mecamilamina
sobre  la  scerecidon  de  calecolaminas  provocada por la metacolina. Las
glandulas sc cstimularon cinco veces con metacolina (100 uM, 10 s). La d-
tubocurarina, ¢l hexametonio, y la mecamilamina, que s¢ ensayaron a las
conceniraciones indicadas c¢n el eje dc abcisas, estuvicron presenics 5 min
antes, durante ¢l pulso de metacolina y durante la recogida de mucstras de 30
s. Los datos son la media o la media + error estdndar del nimecro de glindulas

mostrado entre parénlesis, * p< (01 respecto del control (C) en presencia de
metacolina.,  sola.



1.1.2.2.- Ausencia de un efecto nicotinico en la potenciacion
por d-tubocurarina de la respuesta secretora.muscarinica

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 respuesta nicotinica en médula adrenal de
gato. Por este motivo pensamos en la posibilidad de que la
potenciaciéon de la respuesta secretora inducida por la metacolina
estuviera relacionada con una inhibicién por la DTC del receptor
nicotinico en la célula cromafin felina.

Para explorar esa posibilidad se wutilizé el mismo protocolo
anterior en el que se ensayaron concentraciones crecientes de
hexametonio y de mecamilamina, entre 10°7 M y 104 M. Estas
moléculas bloquean la respuesta mediada por el receptor nicotinico
ganglionar en ese rango de concentraciones. Los resultados se
incluyen también en la Fig. 6. Se puede observar una ausencia de
efectos sobre la secrecion de catecolaminas mediada por el receptor
muscarinico, tanto para el hexametonio como para la
mecamilamina. Estos rtesultados son coherentes con el hecho de que
el hexametonio bloquea la salida de K* mediada por Ca2+ en
hepatocitos de cobaya con mucha menos potencia de lo que lo hace
la DTC (Cook y Haylett, 1985).

Otra forma de confirmar que el receptor nicotinico no estd
implicado en la potenciacion de la respuesta muscarinica por la DTC
consistiéo en estudiar la posible interaccion entre é€sta, el
hexametonio, y la mecamilamina (Fig. 7). Para ello, estimulamos las
glandulas ocho veces con pulsos de metacolina de las caracteristicas
habituales, a intervalos de 15 min. Hemos denominado P al pulso
control con metacolina. P2, P3 y P4 son pulsos de metacolina que
han sido acompafiados desde 5 min antes y durante la recogida de
muestras con hexametonio, mecamilamina y DTC respectivamente,
(100 UM en los tres casos).
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Fig. 7. Efccto de¢l uso combinado del hexametonio (Cg), la mecamilamina
(M¢) y la d-tubocurarina (DTC) sobre la liberacién de catecolaminas
provocada por pulsos de mectacolina. Las glindulas se estimularon 8§ veces (P
a Pg) con pulsos de metacolina (100 pM durante 10 s) a intervalos de¢ 15 min.
Las columnas Py, Pg, y Py reflejan respuestas secretoras a metacoling y  se
emplcan como controles (C); ¢l resto, representa la secrecion cn presencia de
100 uM de las otras moléculas, o de sus combinaciones, mostradas debajo de
cada columna. Cg, Mc y DTC estuvieron presenies 5 min antcs, durante el
pulso d¢ metacolina v durante la recogida de 3 muestras de 30 s. Los datos

representan  la media de las secreciones netas obtenidas cn dos glindulas
separadas.



Como se puede observar, Pp y P3 son equiparables al control (Pj)
en cuanto a la magnitud de la respuesta secretora. Sin embargo, Py,
pulso de metacolina acompaiado por DTC, alcanzé un valor cuatro
veces superior al del control. Cuando se combiné DTC con
hexametonio (Pg), o hexametonio con mecamilamina (P7), no vimos

una mayor potenciacién que en el caso de la DTC sola.

En estos experimentos se estudié también la reversibilidad del
efecto de la DTC. Para ello se aplicaron dos pulsos, Ps y Pg, después
de aquellos en los que la metacolina acompafiaba a la DTC. En ellos
el valor de la secrecidon era andlogo al control, comprobindose asi
que la DTC es una molécula que se "lava” perfectamente en el
tiempo de 15 min que transcurrié entre los diferentes pulsos.

[.1.2.3.- Dependencia de la respuesta muscarinica y su
potenciacion por d-tubocurarina del calcio extracelular.
Efecto del Bay K 8644 y de la isradipina.

Es sabido que la respuesta secretora mediada por metacolina en
las glandulas adrenales de gato perfundidas depende en gran
manera del Ca2+ extracelular (Cac?+) (Borges y col., 1987; Ballesta y
col.,, 1989; Abad y col., 1992). Por este motivo, s¢ pensod que seria
importante saber hasta que punto la potenciaciéon de la sefial
muscarinica por la DTC dependia de esta fuente de Cal+,

Con esta finalidad, se disefd un protocolo experimental muy
sencillo. Se aplicé una pareja de pulsos, el primero de 10 s con
metacolina (100 uM) y el segundo, 15 min después, con metacolina
mds DTC (100 puM) incorporada en el liquido de perfusiéon 5 min
antes del pulso. Esta secuencia se repitié en ausencia de Ca2+ en el
medio extracelular desde 10 min antes de la entrada del
secretagogo. En el pulso control inicial se secretaron alrededor de
500 ng de catecolaminas (Py en la Fig. 6), mientras que en Pp, la DTC
potencié esta seflal dos veces y media aproximadamente. La
retirada del Cag2+ 10 min antes y durante el estimulo, suprimié la



respuesta secretora tanto para metacolina sola (P3), como para
metacolina mas DTC (P4). La reintroduccién del Ca2+ en la solucién
de perfusién durante los 15 min siguientes, produjo la recuperacién
completa de la respuesta durante el pulso siguiente, dato no
reflejado en la Fig. 8.

Si el Cae?* es critico para el control de la respuesta secretora
producida por metacolina y su potenciaciéon por la DTC, existe la
posibilidad de que en la estimulacidn muscarinica en presencia de
DTC, el Ca2?+* accediera a la maquinaria secretora a través de una via
de entrada sensible a dihidropiridinas (DHP). En este sentido se
utilizaron dos, la isradipina, un bloqueante selectivo de los canales
de Ca2+ 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 gldndulas
adrenales ocho veces alternando dos secretagogos, la metacolina
(100 pM durante 10 s) y una concentracién despolarizante de K+,
(35 mM, durante 10 s), separados 20 min (Fig. 9). En la primera
pareja de pulsos la respuesta secretora a metacolina alcanzdé 924 +
109 ng (Py) mientras que el K* (P3) produjo una secrecién de 2.466
+ 916 ng de catecolaminas. Estas secreciones iniciales debidas a
metacolina y a K+ se normalizaron al 100% y el resto de los pulsos
se expresaron como porcentajes de sus respectivas seilales
secretoras iniciales.

En la segunda pareja de pulsos se introdujo la DTC (100 puM) de
la manera habitual, y potencié a 187 £ 22 % y a 186 * 57% las
sefiales de metacolina y de K+ respectivamente (P3 y P4 en Fig. 9).
La siguiente pareja de pulsos se aplicd en presencia continua de
isradipina (10-7 M). En esas condiciones, las respuestas secretoras
cayeron a un 32 = 8 % (con metacolina) y hasta un 18 £ 2 % {con
K+). Cuando los secretagogos se aplicaron en presencia de DTC, las
seflales disminuyeron a un 29 * 4 % para la metacolina y a un 16
+ 7 % para el K+.
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Fig. 8. Influencia del Cac¢2* sobre la potenciacién producida por la d-
tubocurarina (DTC) de la respuesta secretora inducida por la metacolina.
Cuatro  pulsos de metacolina (100 pM  durante 10 s) sc aplicaron
sucesivamente a una glindula a intervalos de 15 min (Py-P4). El pulso Py se
utilizé6 como control, P muestra la potenciacion de la respucsia secretora en
presencia de DTC (100 uM). Estas dos estimulaciones se repitieron ¢n ausencia
de Ca2+ cn ¢l medio de perfusion desde 10 min antes del pulso (P3 y P4). Los
datos representan la liberacion nc¢la de catecolaminas producida por cada
pulso de metacolina y son media de dos experimentos.
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Fig. 9. Efecto dec isradipina sobre la secrecidn de catecolaminas provocada
por metacolina 6 K*,en presencia o ausencia dec d-tubocurarina (DTC).
Cuatro pulsos de mectacolina (100 uM durante 10 5) se aliernaron con cualro
de K+ (35 mM durante 10 s). La sccrecion obtenida en los dos pulsos controles
(P71 yP3) sc considerd como 100 y la de los seis pulsos siguientes se expresd
como porcentaje dc sus respectivas sefiales secretoras iniciales (metacolina o
potasio). Las condiciones experimentales correspondientes a cada pulso se
scfialan bajo cada columna (M, metacolina; K*, potasio; DTC, de d-
tubocurarina). La isradipina (0,1 BHM) estuvo presente desde 15 min antes de
P5 y hasta ¢l final del cxperimento. Los pulsos se daban cada 20 min. Los datos
son media * crror estdndar del nmimero de gliandulas indicado entre
paréniesis. * p<(0'01 respecto al control,
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En la Fig. 10 se muestra un experimento similar al anterior pero
en el que se utilizé Bay K 8644 (10-6 M). Esta molécula estuvo
presente continuamente en los cuatro Gltimos pulsos. Esta DHP
agonista aumenta la respuesta a metacolina a un 188 + 20 % (P5) y
a potasio 35 mM a un 661 + 162 % (Ps). Es interesante seflalar que
la potenciacién por el Bay K 8644 de la respuesta a la metacolina
fue mucho mayor en presencia de DTC (407 £ 82 %) que cuando la
metacolina se utilizéd sola (compdrense los pulsos P7 con P5 en la Fig.
10). Finalmente, el aumento por Bay K 8644 de la respuesta
secretora de la combinacién DTC mds K+ fue similar (646 £ 154 %)
a la obtenida cuando el K+ se utilizé solo.

En conclusién, parece que las respuestas secretoras mediadas por
el K+ son sustancialmente mds sensibles a las DHPs que que las
inducidas por la metacolina. Sin embargo, la conducta de el Bay K
8644 respecto a la combinacidén de la DTC mds metacolina recuerda
mucho a la respuesta con el K*. Da la impresion de que la DTC
sensibiliza la respuesta muscarinica a los efectos potenciadores de
el Bay K 8644, probablemente porque los canales de Ca2*t sensibles
a las DHPs estin 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 estimulacién del receptor muscarinico.

Se ha demostrado recientemente que la apamina inhibe las
corrientes SK en células cromafines bovinas (Artalejo y col., 1992),
Por ese motivo parecia interesante probar su efecto sobre la
respuesta secretora muscarinica de la glidndula adrenal de gato.

En el protocolo experimental diseftado con ese fin se aplicaban
cuatro pulsos de metacolina (100 pM) de 10 s de duracién. Los dos
primeros eran controles y originaban una secrecién de
catecolaminas aproximada de 600 ng (Fig. 11). En presencia de
apamina (10-6 M), presente 2 min antes del pulso y durante la
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Fig. 10. Electo de Bay K 8644 sobre la secrecidn de catecolaminas
provocada por metacolina, K% en presencia o ausencia de d-tubocurarina.
Cuatro pulsos de metacolina (100 puM durante 10 s} se alternaron con cuatro
de K+ (35 mM durantc 10 s). La secrecion obtenida en los dos pulsos controles
(P11 y P2) sc normalizé como ¢l 100% de la secrecion y la de los seis pulsos
siguientes se cxpresd como porcentaje de sus respectlivas scfialcs secretoras
iniciales (metacolina o K*). Las condiciones experimentales
correspondicntes a cada pulso sc sefalan bajo cada columna (M, mectacolina;
K*, potasio; DTC, d-tubocurarina). El Bay K 8644 (1 pM) estuvo presente desde
15 min antes de Ps y hasta c¢l final del experimento. Los pulsos se daban cada
20 min. Los datos son media % crror estdndar del ndimero de glandulas
indicadas cntre paréntesis. ¥ p<0'01 respecto al control.
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Fig. 11. Efecto de ia apamina sobre la secrecion de catecolaminas

producida por la metacolina (100 UM durante 10 s). Se administraron cuatro
pulsos de metacolina a intervalos de 15 min. Los dos primeros son controles
de la respuesta secretora (C), el tercero sc di¢ en presencia de apamina (10-9
M) presente desde 2 min antes, durante el pulso de metacolina y durante la
recogida de las tres muestras de 30 s, y el cuarto pulso se aplicé con
metacolina sola 15 min después del lavado de la apamina. Los resultados son la
media + error estdndar de seis experimentos. ¥ p<0'01 respecto al control.



recogida de muestras correspondiente, la respuesta secretora se vid
incrementada 5 veces, hasta 2.000 ng aproximadamente. Tras el
lavado de la apamina un nuevo pulso control dio una respuesta
extremadamente elevada (1.379 * 658 ng), quizds porque la
apamina se lave muy lentamente. La apamina, pues, causdé un
drdstico aumento de la respuesta secretora inducida por la
estimulaciéon del receptor muscarinico.

[.1.4.- Efecto del tetraetilamonio.

El tetractilamonio (TEA) es un clasico 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 glindulas adrenales
ocho pulsos de metacolina (100 uM) de 10 s de duracidon a
intervalos de 15 min (Fig. 12). Los dos primeros pulsos se tomaron
como controles; los cinco siguientes iban acompafiados por TEA en
concentraciones crecientes de 1, 3, 10, 20 y 30 mM, desde 10 min
antes del pulso, durante éste y todo el tiempo de recogida de las
muestras correspondientes. Ninguna de las tres primeras
concentraciones de TEA modificaban la cantidad de catecolaminas
secretadas respecto del control. Sin embargo, a 20 y 30 mM se
potenciaba intensamente la sefal secretora, siendo a 30 mM la
secrecion de catecolaminas cuatro veces el valor del control. Este
efecto era totalmente reversible tras el lavado del TEA,
obteniéndose unos valores equiparables a los dos primeros en el
octavo pulso.
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Fig., 12. Eflccto del tetractilamonio (TEA) sobre la secrecidon de
catccolaminas producida por metacolina (100 pM durante 10 s). Se aplicaron
8 pulsos dc mectacolina a intervalos de 15 min. Los dos primeros se utilizaron
como controles y en los c¢inco siguientes se introdujeron concentraciones
crecientes de TEA (desde 5 min anies del estimulo y durante toda la recogida
de muestras corrcspondientes a éste). El ditimo muesira la reversibilidad del
efecto. Los datos son media £ error estindar de tres glindulas, excepto para
TEA 20 mM que procede de una sola glindula. * p<0'01 respecto a los controles
iniciales.
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I.1.5.- Efecto de la apamina, la d-tubocurarina y el
tetraetilamonio sobre la secreciéon basal de catecolaminas.

En la Fig. 13 se reflejan los resultados de los experimentos
encaminados a estudiar una posible accion de estas moléculas
bloqueantes de canales de Kt sobre la liberacidon espontidnea de
catecolaminas. En el protocolo experimental se administraban tras el
tiempo de equilibrado, el TEA (30 mM), la DTC (100 uM) o la
apamina (0'1 uM) durante 330 s, mientras se recogian muestras de
30 s de forma continua. Antes de la introduccién de cada uno de
ellos se tomaban dos muestras de 30 s para determinar la secrecion
basal, que era de 40 + 3'8 ng.30 s1 (n=26).

La grdfica demuestra que ni la apamina ni la DTC modificaban la
secrecion basal. En contraste, el TEA aumento 20 veces la liberacién
espontinea de catecolaminas, hasta un pico de 800 ng.30 s-! que
luego decliné a una meseta de aproximadamente 400 ng.30 s-1.

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

La secrecion de catecolaminas producida por estimulacién del
receptor muscarinico va siempre pareja a un incremento de la
[Ca2+]i. Por ello, quisimos saber qué ocurria con el Ca;2+ al estimular
el receptor muscarinico con la metacolina y cuando potenciabamos
la accion de esta con la DTC o la apamina.

Para estudiar un posible efecto de la DTC sobre la concentracién
de [Ca2+]; se aplicaron dos pulsos de metacolina de 10 s de duracién
separados 15 min, y en el segundo de ellos se introdujo la DTC
desde 5 min antes del pulso (Fig. 14). El primer pulso originé una
subida de la [Ca?+|; inmediatamente después de la aplicacién de la
metacolina que alcanzé un pico de aproximadamente 1 UM y que
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Fig. 13 Efectos dc la d-tubocurarina, la apamina y el tctraetilamonio
sobre la liberacion espontdnea de calecolaminas de la glandula adrenal de
gato. Tras la cstabilizacidn de las glindulas sc¢ introdujeron el tetraetilamonio
(TEA, 30 mM), la d-tubocurarina (DTC, 100 pM) y la apamina (0'1 pM) durante
330 s, recogicndo continuamente muestras de 30 s, Los datos son la media %
error cstdndar de los cxperimentos sciialados entre paréntesis.
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Fig. 14. Variaciones en la [Caz"‘]ien una célula cromafin de gato cargada
con fura-2 y estimulada con metacolina en presencia y auscncia de apamina.
La célula cargada con fura-2 se estimuld 2 veces desde una pipeta situada
cerca de su superficie; la primera vez con metacolina sola (100 puM, 10 s), (A)
y la segunda con metacolina mas 0'1 pM de apamina presente desde 2 min
antes y durante todo el tiempo de este segundo registro (B). Las barras
horizontales que aparecen encima de los trazados indican la aplicacién de la
mctacolina y en la parie inferior se indica el tiempo.
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cayé paulatinamente hasta los niveles basales de [Ca2*]; (100 nM)
en los 30 s siguientes al pulso de metacolina (Fig. 14A).

La superfusién con DTC (100 uM), no modificé los niveles basales
de [Ca?+*];; sin embargo, modificé claramente el perfil del pulso de
metacolina respecto del control. En este segundo pulso se produjo
una subida de [Ca2+|; ligeramente superior a la del primero (1.300
nM), pero el curso temporal de la sefial de CaZ+ era bastante
diferente, ya que la [Ca2+]; permanecia elevada hasta 10 s después
de que el pulso de metacolina terminara (Fig. 14B). Este efecto de la
DTC era reversible pués tras 10 min de lavado un nuevo pulso
control produjo un perfil similar al primero (no se muestra).

En la Fig. 15 se representan los 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*?];
hasta un pico de 2 uM que fue seguido por la usual fase de caida
(Fig. 15A). La apamina (0'l uM) no varié la [CaZ+]; basal; sin
embargo, produjo un incremento del pico de hasta 3'5 puM tras la
aplicacién de la metacolina (Fig. 15B). Aparecia de nuevo la meseta
después del pico, como en el caso de la DTC y posteriormente la
[Ca2+]j caia gradualmente hasta los niveles basales. Es asimismo de
destacar la aparicién de oscilaciones de [Cat2]; que eran mayores en
presencia de apamina. Tras lavar 15 min la apamina, el pico de
[CaZ+]; se mantenia potenciado (no se muestra).

71



4 7 ——
2 5 A
_ - E ]
s 20
8 [ |
O a
oj__J o
]
20s

Fig. 15. Variaciones en la [Ca2*];en una célula cromafin de gato cargada
con fura-2 y estimulada con metacolina en presencia y ausencia de la DTC. La
célula cargada con fura-2 se¢ estimuld 2 veces desde una pipeta situada cerca
de su superficie; la primera vez con metacolina sola (100 pM, 10 s) (A), y la
segunda con metacolina mds 100 pM DTC, presente desde 5 min antes y
durante todo el tiempo de este segundo registro (B). Las barras horizontales
que aparccen encima de los trazados indican la aplicacion de metacolina y en
la parte inferior se indica el tiempo.
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IL- COMPONENTES FASICO Y TONICO DE I1.A SECRECION
MUSCARINICA, ORIGEN DEL CALCIO REOUERIDO PARA
ADA UNO DE ELLOS.

IL.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 disefiaron protocolos que permitian
dibujar con precision el perfil secretor que se desarrolla tras la
estimulacion del receptor muscarinico de la glindula adrenal de
gato perfundida. En otros trabajos, esta observacién no se habia
ltevado a cabo, probablemente debido a que las condiciones
experimentales no eran lo suficientemente sensibles como para ello,
bien, porque la velocidad de perfusién era baja (1 ml.min-l), o
bien, porque las muestras fueron recogidas a intervalos de tiempo
demasido largos (2 min) (Kirpekar y col.,, 1982; Ladona y col.,
1987).

En nuestro trabajo, utilizamos una velocidad de perfusion de 6
ml.min-1. Con este flujo es posible recoger muestras de 5 s que
equivalen a un volumen de 500 pl de liquido. La recogida de
muestras a tiempos tan cortos se realizaba midiendo el nimero de
gotas que manaban de la glindula en cinco segundos y colectando
éste numero por tubo. De esta manera se recogfan volumenes
homogéneos en todas las muestras. El tiempo durante el que se
estimulaba con metacotina (100 uM) fue generalmente de 3 min.

El perfil secretor asi obtenido en un experimento tipo se rtecoge
en la Fig. 16A. Tras 1 hora de perfusiéon con Krebs normal para
equilibrar las glindulas, se aplicaron dos pulsos "fantasmas” de
metacolina (100 pM) de 5 min  separados 30 min, cuya
secrecion no era analizada. Las estimulaciones sucesivas iban
precedidas de la recogida de diez muestras que se valoraban con
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Fig.16. Expcrimento que muestra el perfil secretor que se dibuja. por. la
estimulaciéon con metacolina durante 180 s en ausencia y en presencia de
apamina. {A): La glandula se cstimuld durante 180 s con metacolina (100 pM)
y s¢ recogicron mueslras dc 5 s duranic lodo esc liempo. (B): 30 min después,
se estimulé con melacolina acompafiada por apamina (10-6 M), desde 2 min
antes y hasta el final del experimento). Se recogieron 10 muestras antes vy
después del estimulo para valorar la liberacion basal y ¢l lavado del farmaco
respeciivamenic.
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objeto de conocer la liberacion espontdnea de catecolaminas, que
era de 30 ng.5 sl

La introducciéon de la metacolina en el liquido de perfusion,
causaba un rapido incremento en la cantidad de catecolaminas
secretadas, formando un pico de aproximadamente 300 ng.5 s !
durante primera muestra recogida. La metacolina, por lo tanto,
elevaba la secreciéon diez veces sobre la basal. Durante los
siguientes 10 s de estimulacién, la velocidad de secrecién caia
rapidamente hasta una meseta de 138 ng.5 s-l. A partir de aqui, la
secrecion declinaba muy lentamente y al final, a los 180 s de
estimulacién, alcanzé un valor de unos 75 ng.5 s°!. El lavado de la
metacolina, tras ser retirada del liquido de perfusién, llevaba
rdpidamente la secrecion a los valores basales.

Con estas condiciones experimentales quedé claramente
establecido que la respuesta secretora producida por la
estimulacion del receptor muscarinico de médula adrenal de gato se
puede desdoblar en dos componentes: un primer componente fasico
de corta duracion, formado por un pico que cae rdpidamente, y un
segundo componente ténico, continuacién del anterior, que forma
una meseta y que se desensibiliza muy lentamente.

Es de sefialar como esta lenta desensibilizaciéon de la respuesta
secretora muscarinica contrasta con la brusca caida que se observa
cuando se estimula ¢l receptor nicotinico de la médula adrenal
(Kirpekar y col., 1982b; Ladona y col., 1987).

I1.2.- MODULACION POR LA APAMINA DE LOS
COMPONENTES FASICO Y TONICO DE LA RESPUESTA
MUSCARINICA.

La observacion de que la respuesta secretora muscarinica poseia
dos fases despertdo nuestro interés por conocer como influirian las
moléculas blogueantes de canales de potasio dependientes de Ca2+
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en las mismas. Dada la llamativa potenciacion de la respuesta
muscarinica que se habia encontrado con la apamina, se pensé que
seria interesante su utilizacidon con este propdsito.

Para ello, se estimuld una glindula adrenal con metacolina (100
uM durante 180 s) en presencia de apamina 0'l pM, 30 min
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 0'1 pM, 2 min antes del pulso,
comprobandose de nuevo que no modificaba la secrecidn basal de
catecolaminas. Tras la introduccién de la metacolina junto a la
apamina, la secrecion basal (30 ng.5 s- 1) aumentod
aproximadamente 40 veces hasta 1.234 ng.5s-1. En los siguientes
15 s, la liberacién de catecolaminas cayd hasta 350-370 ng.5 s-1.
Durante el restante periodo de estimulacién, esta cantidad se
mantuvo estable, con ligeras oscilaciones entre 160 y 300 ng.5 sl
Tras el lavado de la metacolina, la secreciéon fue cayendo
rdpidamente. Esta caida no fue tan marcada como en el caso en que
la estimulacion se habia realizado solamente con metacolina.

En la Fig. 17 se recogen los resultados de diecisiete experimentos
realizados estimulando con la metacolina sola y de nueve con
metacolina en presencia de apamina, utilizando el protocolo descrito
anteriormente. Como se puede observar, cuando se utilizé la
metacolina sola, el pico de la fase inicial de la estimulacién
muscarinica alcanzaba 349 + 74 ng.5 s-! y la meseta oscilaba entre
200 y 250 ng.5 s-!. En presencia de apamina el pico aumentd hasta
704 + 91 ng.5 sV y la meseta oscilaba entre 400 y 500 ng.5 s-lde
catecolaminas.

Para cuantificar la potenciacion de la secrecion fdasica y ténica
producida por la apamina, calculamos separadamente las dreas
correspondientes al pico y la meseta, tanto en el caso de producirse
con metacolina sola, como cuando iba acompafiada por apamina. En
la Fig. 18 se reflejan los resultados. Consideramos 30 s como la
duracion del componente fisico y calculamos su magnitud sumando
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Fig. 17. Efecto de la apamina (0'1 pM) sobre el curso temporal de la
secrecion de catecolaminas producida por metacolina (100 uM). Los datos de
esta [ligura proceden de cxperimentos en los que se estimularon las glandulas
con metacolina, en  ausencia (control) y presencia de la apamina e¢n
experimentos andlogos a los descritos en la Fig. 13. Los datos son media *
error estdndar del numero de glindulas que s¢ muestran en la figura.
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Fig. 18. Analisis cuantitativo de los componentes fdsico y tonico de las
curvas de secrecion (representadas eon la Fig. 17) debidas a 1a estimulacidn
con metacolina durante 180 s en presencia y ausencia de apamina. Para
estimar las arecas dcl pico de secrecién transitorio, se sumd la sccrecion
correspondientc a las 6 primeras muestras (30 s) dc¢ la  estimulacidén
muscarinica tras restar de ellas la liberacion basal. La secrecidon debida a la
fase 6nica sc¢ calculé de la misma manera utilizando las 30 muestras
siguientes al pico, y aniecs de empezar ¢l periodo de lavado. Los datos son
media +  error cstandar del nimero de experimentos mostrados entre
paréntesis. * p<0'001 respecto a los controles.
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las seis muestras que lo componian, y restindoles la secrecidn
basal. lLas muestras que constituian los restantes 150 s, es decir, la
fase tonica, se trataron de igual manera.

Los resultados de estos cdlculos mostraban que tras la
introduccién de metacolina, el pico inicial alcanzaba 106 = 0'18
g, mientras que en presencia de apamina era de 3'94 % 036 ug
(p < 001). La meseta o fase tonica era de 295 t 036 pg en el
primer caso y de 6'73%f1'22 ug en presencia de apamina (p < 0'01).
Las areas de las curvas de secrecién completas tras restar la
secrecion basal eran de 4'01 = 048 ug y de 1067 £ 1'9 pg sin y
con apamina, respectivamente (p < 0'01).

Con estos datos observamos que la potenciacién de la respuesta
secretora de la metacolina por la apamina se produce mas
marcadamente en el componente fasico (4 veces) que en el ténico
(2 veces).

11.3.- EFECTO DE APAMINA SOBRE LA SECRECION
DIFERENCIAL DE CATECOLAMINAS.

Se ha descrito en la glindula adrenal de gato perfundida que la
estimulacion 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, $1 la proporcién
adrenalina/noradrenalina se mantiene cuando se¢ estimulan las
glindulas con metacolina en presencia de apamina.

En la Fig. 19 representamos el resultado de un experimento,
realizado por duplicado, en el que se estimularon las gldndulas
primero con metacolina (100 puM) durante 35 s, y 30 min después
con metacolina mds apamina (0't uM), introducida ésta desde 2
min antes y durante el resto del experimento. Las catecolaminas
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Fig. 19. Efccto dec la apamina sobre la sccrecion de adrenalina y
noradenalina tras la estimulacién de las gldndulas adrenales con la
mectacolina. El protocolo cxperimental cs andlogo al mostrado en la Fig. 15. Se
midié ¢l contenido total de catecominas por fluorometria en una alicuota de
las muestras (7 de 5 s de duracién, cuyo valor acumulado sc mucstra en la
figura) En otras alicuolas dc las mismas muestras se¢ determinaron las
cantidades de adrcnalina y noradrenalina con técnicas de HPLC. Los datos son
media de los resultados obtenidos en dos glandulas.
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totales presentes en las muestras se midieron fluorométricamente y
luego se analizd la secrecion diferencial por HPLC acoplado a un
detector electroquimico.

Como se puede observar, la apamina potencié tanto la liberacion
de adrenalina como la de noradrenalina. La proporcién de
adrenalina/noradrenalina tanto en la situacién control como en el
caso en que participo la apamina era aproximadamente de 1,5.
Expresando el contenido de catecolaminas como porcentaje de
adrenalina respecto al total de catecolaminas (adrenalina mads
noradrenalina), las cantidades secretadas en el pico inicial eran un
60% en ausencia de apamina y de un 60 % en su presencia.

H.4.- EXISTENCIA DE UN COMPONENTE FASICO Y UNO
TONICO EN EL INCREMENTO DE CALCIO INTRACELULAR
MEDIADO POR METACOLINA.

Si la respuesta a la estimulacién muscarinica posee un
comportamiento bifasico en la secrecion de catecolaminas, la
siguiente pregunta que se plantea es si este mismo patrén 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 secrecién en células cromafines felinas cargadas con
fura-2. Estas células se cultivaron en los 2-3 dias previos a la
realizaciéon del experimento. Tras un tiempo de superfusiéon con
Krebs normal a temperatura ambiente (25 = 2 °C), se estimulé una
sola célula con metacolina (100 uM) procedente del interior de una
micropipeta de vidrio. En la Fig. 20 se muestra el perfil de la sefial
de Ca;2+ asi originada. Se puede apreciar en esta figura como la
[CaZ+]; asciende en un pico ripido inicial, para posteriormente caer
hacia una meseta. Los niveles de [Ca2+]; se elevaron desde un nivel
basal de aproximadamente 0'12 pM a 1'2Z pM durante los 5
primeros segundos de estimulacidn con metacolina. A partir de ese
momento, el pico cae a 0'6 UM y se mantiene en ese nivel durante
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Fig. 20. Cambios citosdlicos de calcio producidos por estimulacién con
metacolina en  céiulas cargadas con fura-2Z. Tras cargar las células se
superfundieron con Krebs-normal. En ¢l control, la metacolina (100 pM) se
aplicé desde una micropipeta de vidrio, durante un periodo de 3 min (barra
rayada horizontal). Tras un lavado de 20 min, se introdujo la apamina 0'l uM
en cl sistema de superfusion, durantc ¢l tiempo indicado en la base de la
figura y se repitid la cstimulacion con metacolina. Tras ese tiempo, la célula
s¢  superfundié con krebs normal. Los dos registros se¢  obtuvieron
sucesivamente pero los supcrponemos para  facilitar la comparacién  entre
ellos.
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el resto de los 3 min de estimulaciéon. Tras finalizar la aplicacion de
metacolina, la |Ca2+]; cae rdpidamente a los niveles basales que
teniamos antes de estimular.

La misma célula se volvio a superfundir de nuevo con Krebs
normal durante 20 min con objeto de permitir una estabilizacién de
la misma, y tras ese tiempo se introdujo en el medio de perfusién la
apamina (0'1 uM), que se mantuvo hasta el final del experimento.
La apamina no modificaba los niveles basales de [Ca2+];,. Diez
minutos después de la introduccién de la apamina, se aplicd la
metacolina (100 pM) durante un periodo de 3 min. La respuesta a
este segundo estimulo fue un pico transitorio inicial de Ca;2t que
alcanzdé los 2'5 uM, un valor equivalente a 2'2 veces el nivel basal
de Cai2+. Este pico cayé a una meseta que oscilaba entre 12 y 0'8
uM. Una vez que se¢ hubo interrumpido la aplicacién de metacolina,
se recuperaron los niveles basales de Caj2+,

Como podemos observar, en presencia de apamina el aumento de
Caj2+ es mucho mayor que si no existe ésta en el medio. Ademas, el
comportamiento fdsico-ténico que veiamos en los experimentos de
secrecidn, se repite también con metacolina y con é€sta mas la
apamina. Durante la aplicacién de la metacolina y especialmente
durante la fase de meseta se producen oscilaciones de la [Ca2+];.
Esas oscilaciones alcanzan una amplitud de aproximadamente 02
UM con la metacolina, y en presencia de apamina son mayores
llegando hasta 0'4 uM.



I1.5.- 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 secrecion mediada por la estimulacion del
receptor muscarinico.

Tras observar la existencia de estos dos componentes del curso
temporal de la respuesta a la metacolina tanto en secrecion de
catecolaminas como en movilizacién de Caj2*, pensamos que era
16gico tratar de asociarlos con distintas fuentes de Ca2+. EI siguiente
paso en nuestro trabajo se orienté a definir este origen, disefiando
para ello un protocolo experimental en el que se pudiera separar la
contribucién del Cac2+t y del Ca?t a las tespuestas estudiadas.

Con ese objeto, en experimentos de perfusiéon de la glandula
adrenal sometimos a las células a distintas situaciones de oferta de
Ca2+, estudiando el perfil secretor producido por la estimulacién con
metacolina en esas condiciones. Para empezar, y con objeto de
indagar sobre el efecto de la retirada del Cac2t en las fases tdnica y
fasica del perfil secretor muscarinico, y dado que la eliminacién del
Cae2* se puede conseguir perfundiendo las células con soluciones
carentes de Ca?* y con una concentracién de 1 mM de EGTA
(0Ca2+/1EGTA; Abad y col., 1992), decidimos realizar un
experimento en el que tras 1 h de estabilizacion con Krebs normal
introdujimos la metacolina (100 uM) en un Krebs 0CaZ+/1EGTA
durante 5 min (Fig. 21A). La secrecion de catecolaminas asi
producida originé un pequefio pico de 32 ng.5s"! desde una
secrecién basal de 15 ng.5 s-!. Esta secrecién suponia sélamente el
doble de la basal en 0Ca2+/1EGTA, y cafa hasta la basal al cabo de
200 s de estimulacidn.

A continuacién, se perfundié durante 15 min la misma gldndula
con una solucion de Krebs normal para hacerlo después con solucidn
0Ca2+/1EGTA durante otros 15 min.
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Fig. 21. Perfiles sccretores producidos por la cstimulacién con metacolina
cn gldndulas adrenales sometidas a distintas condiciones de oferta de Ca2*,
Tras una hora inicial de estabilizacidén con Krebs normal, las glindulas sc
perfundieron y estimularon como sigue. En (A}, se perfundié con Krebs
normal y se estimuld con metacolina (100 uM, 5 min) en una solucidn que
contenia 0Ca2+/IEGTA. En B, la glindula se perfundié primcro durante 15
min con Krchs normal y luego con solucidn 0Ca2+/tEGTA los otros 15 min
previos a la estimulacidn con metacolina en Krebs normal (2’5 mM de Ca2+),

En C, la misma glindula sc perfundié 30 min con Krebs normal y se cstimuld
con mctacoling en la misma solucidn..



Con esta maniobra experimental se pretendia conseguir una
disminucién importante del contenido de Ca2+ de los depésitos
intraceiulares de la médula adrenal y comprovar como se producia
la secrecion en en esas condicones si estimuldbamos en presencia
de Cae2+. Por tanto, la estimulacién con metacolina en este caso, se
produjo simultdncamente a la reintroduccién de 2'5 mM de Ca?+
(solucién de Krebs normal) en el medio de perfusién. La Fig. 21B
muestra como la secrecion producida en estas condiciones es
substancialmente mayor, y ademas mantenida en el tiempo, gue Ia
observada en la parte A de la misma figura.

Para concluir el experimento, la misma glindula se perfundié con
Krebs normal durante 30 min y entonces, con los depdésitos
recuperados y en presencia de Cac2*, se estimuld con metacolina en
la misma solucion. En este caso obtuvimos un pico inicial de 150 ng.
5 s-! seguido de¢ una meseta de alrededor de 80 ng.5 s°! (Fig. 21C).

I1.5.2.- Efecto de distintas situaciones de oferta de calcio
sobre la senal de calcio intracelular mediada por Ila
estimulacion del receptor muscarinico.

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

Al igual que en los experimentos de perfusién de la glidndula
adrenal, las células se superfundieron primero con Krebs normal vy
posteriormente se les aplicé la metacolina (100 pM) en una
solucion 0Ca2+/1EGTA (Fig. 22A). La {Ca2+}; se elev$ hasta un pico
de 07 puM desde unos niveles basales de 0'05 uM. El pico fué
transitorio y en 100 s aproximadamente cayd hasta los valores de
reposo. En ausencia de Cac2+t, se pierde la meseta de Ca;2+ que
aparece durante la estimulacidon prolongada con la metacolina.
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Fig. 22, Scparacion de los componcntes fasico y tonico de los cambios dc
calcio intraccluiar producidos por la estimulacion con metacolina en una
céluta cromalin. En (A), la célula se superfundiéd 15 min con Krebs normal y
luego se  aplicd la metacoling (100UM, 5 min) disuelta en una solucidn
OCa2+/lEGTA. En (B), la célula se superfundid duranic 15 min con Krebs
normal, 15 min con solucién 0Ca2*/1EGTA, y se estimulé con mectacolina
disuelta cn Krebs normal. En (C), tras 30 min de superfusién con Krebs
normal, s¢ estimuld la célula con metacolina disuella en la misma solucién.



En estas condiciones, el pico transitorio pudo originarse por la
movilizacién de Ca;2* de los depositos intracelulares.

Tras este primer estimulo, la misma célula se superfundié con
Krebs normal durante 15 min y con solucién 0Ca2+/1EGTA durante
otros 15 min. Acto seguido se aplicé metacolina (100 pM) disuelta
en Krebs con una concentracién normal de Ca2* durante 5 min (Fig
22B). Desde unos niveles basales de [Ca2+]; de 0'03 puM éste
aumenté hasta una meseta de 0'2-0'4 pM. Podemos observar que
en condiciones de reduccién del Caj2*, se pierde el pico inicial de
elevacion de la [Ca2+]; en respuesta a la estimulacién por
metacolina; solamente la meseta, que parece depender de la
entrada de Cac2+ del exterior, se mantiene.

En la Fig. 22C se muestra el resultado de superfundir las células
con Krebs normal durante 30 min y estimular de nuevo con
metacolina (100 puM). La respuesta consiste en un pico transitorio
inicial de Ca2* de unos 0,8 uM seguido de una caida hasta una
meseta de alrededor de 0,2-0,3 uM. Vemos aqui como en presencia

de 100 nM de apamina tanto la respuesta fdsica como la tdnica en
secrecién y en [Ca2+]; se vieron incrementadas.

I1.5.3.- Efecto de la apamina en distintas condiciones de
oferta de calcio sobre la senal de calcio intracelular y en
la secrecion de catecolaminas mediadas por estimulacion
del receptor muscarinico.

En experimentos previos habiamos comprobado que la apamina,
un bloqueante selectivo de los canales SK, favorecia la entrada de
Ca2+ a la célula cromafin felina durante la estimulacién con
metacolina. Por consiguiente, pensamos que la utilizacion de
apamina en protocolos similares a los descritos en las Fig. 21 y 22,
podria ofrecer datos adicionales sobre el origen del Ca?+ responsable
de los componentes fasico y ténico de la respuesta secretora y de
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Fig. 23. Perfiles secretores producidos por la estimulacién con metacolina
mas apamina cn glindulas adrenales somctidas a distintas condiciones de
oferta de Ca2*. Tras una hora inicial de estabilizacién con Krebs normal, las
glindulas sc¢ perfundieron y estimularon como sigue, introduciendo Ila
apamina dos min antes del estimulo y durante todo éste. En (A), sc¢ perfundio
con Krebs normal y sc cstimuldé con metacolina (100 pM, 5 min) en una
solucion que contenia 0CaZt/IEGTA. En B, la gldndula se perfundié primero
durantc 15 min con Krebs normal y lucgo con solucién 0Ca2*/IEGTA durante
los 15 min previos a la cstimulacidén con metacolina en Krebs normal (2'5 mM

de Ca2*). En C, la misma glindula se perfundié 30 min con Krebs normal y se
estimuld con mctacolina en la misma solucion..
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elevacién de la [Ca2+*]; inducidas por la estimulacién muscarinica de
la médula adrenal de gato.

En la Fig. 23 se muestra los resultados de un experimento en todo
similar al de la Fig. 21 salvo en que se haintroducido apamina 0'l
UM 3 min antes, y durante la estimulacidon con metacolina. La
respuesta secretora obtenida de esta manera, en ausencia de Cag?+
(Fig. 23A), tras la reintroducciéon de é€ste con los depdsitos
intracelulares vacios (Fig. 23B), y con los depdsitos recuperados
(Fig. 23C), era mayor que la producida por metacolina en presencia
de apamina (Fig. 21). Sin embargo, era cualitativamente similar con
respecto a la aparicién del gran pico inicial en condiciones en que
los depdsitos intracelulares habian sido llenados de nuevo.

En cuanto a los estudios de la [Ca2+li, se observé la aparicién de
un pico inicial de [Ca?+]; transitorio en ausencia de Cae2+ (Fig. 24A),
un aumento de la I’Cazﬂi hasta una meseta con oscilaciones cuando
el Cac?* fue reintroducido en células cuyos depdsitos intracelulares
habian sido mermados (Fig. 24B) y un gran pico transitorio en
solucién que contenfa una concentracién normal de Ca*2 con los
depésitos recuperados (Fig. 24C) cuando se realizibamos 1la
estimulacion con muscarina en presencia de apamina en las tres
situaciones anteriormente descritas.

Es, por dltimo, particularmente interesante sefialar que en
algunas células tratadas con apamina como la presentada en la Fig.
24 la estimulacién con metacolina originé la apariciéon de grandes
oscilaciones de [CaZt];que llegan a alcanzar una amplitud de hasta 1
UM (ver Fig. 24B).
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Fig. 24, Scparacion de los componentes fdsico y tdnico de los cambios de
calcio intracclular producidos por la estimulacién con metacolina mads
apamina en una célula cromafin. La apamina (0'l uM) cstuvo presentc desde
2 min anics del estimulo y durante éste. En (A), las células se superfundieron
15 min con Krebs normal y luego se aplicé metacolina (100um, 5 min)
disuelta en una solucién 0Ca2*+/1EGTA. En (B), la célula se superfundié
durante 15 min c¢on Krebs normal y posteriormente con solucién
0Ca2+/1EGTA durante los 15 min previos a la aparicién dc metacolina disuelta
en Krebs normal. En (C), tras 30 min de superfusion con Krechs normal, sc
estimuld  la  c¢élufa  con  metacolina  disuelta en  la  misma  solucidon
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I.- 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+ dependientes de Ca2+, potencia la
secrecion de catecolaminas mediada por la estimulacion del receptor
muscarinico de la glindula adrenal de gato. Tras descartar un
posible efecto nicotinico de este fdarmaco (comprobando que otros
antagonistas de este receptor, el hexametonio y la mecamilamina,
no potenciaban la secrecidén muscarinica) confirmamos la
implicacién en el mencionado fendmeno de los canales de K+t
dependientes de Ca2* por el hecho de que la apamina, bloqueante
especifico los canales de pequefia conductancia i6nica (SK), también
produce una potenciacion de la respuesta secretora, que es incluso
mds intensa que en el caso de la DTC. Es importante sefialar que
estos agentes bloquean selectivamente los canales de potasio
dependientes de Ca?t en varios tipos celulares como neuronas
simpaticas (Nohomi y Kuba, 1984; Smart, 1987), hepatocitos (Cook
y Haylett, 1985) o células hibridas de neuroblastoma y glioma NG
108-15 (Brown e Higashida, 1988).

Tanto la DTC como la apamina potencian a su vez el incremento
de Ca;j?* que se produce cuando estimulamos el receptor
muscarinico con metacolina. La respuesta de Ca;j2*, de por si mds
alta, es también mds duradera, lo cual se traduce en una mayor
oferta de Ca2* a la maquinaria secretora durante un tiempo mas
largo. coherente con un blogueo de los canales de K+ dependientes
de Ca2+, y que se traduce, como hemos visto, en una potenciacién de
la secrecion.
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I1.- 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 respuesta secretora producida
por metacolina en la glandula adrenal de gato. Ademds, la DTC y la
apamina aumentan de forma notable la sefial de Ca;2+ originada por
la estimulacion muscarinica. Dado que esos agentes estdn
caracterizados como bloqueantes de varios tipos de canales de
potasio, es obvio que se puede concluir que esos canales estan
implicados en la regulacion de la respuesta secretora muscarinica en
las células cromafines de gato. La pregunta que se plantea ahora es
qué tipo de canal es el responsable de este papel modulador.

En principo, la potenciacién mds marcada de la sefial de [Ca2+]; se
obtuvo con la apamina. Este componente del veneno de abeja se
considera bloqueante especifico de los canales de potasio
dependientes de Ca2* de pequeiia conductancia iénica ¢n neuronas
simpaticas (Nohmi y Kuba, 1984; Kawai y Watanabe, 1986) y en
células cromafines (Artalejo y Neher, 1993). Estos canales estian
involucrados en la fase de post-hiperpolarizacion lenta que sigue a
los potenciales de accién en muchas células excitables y son
responsables de la adaptaciéon a la frecuencia que se produce
cuando un estimulo prolongado origina un tren de disparos de
potenciales de accion. En estos casos esta fase es cada vez mds larga
enlenteciendo la rtespuesta y pudiendo incluso llegar a anular el
disparo de un nuevo potencial de accién. Su bloqueo prolonga el
tiempo durante el cual que se producen estos trenes (Hille, 1992),
Por su parte, la DTC al igual que la apamina bloquea estos canales
(Nohmi y Kuba, 1984; Blatz y Magleby, 1987) aunque ademds,
bloquea los canales del tipo BK, implicados en la fase de
repolarizacién del potencial de accidn.

En nuestros experimentos observamos como el tetractilamonio

(TEA) potenciaba también la secrecién de catecolaminas mediada
por estimulacién del receptor muscarinico. Este agente producia ese
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efecto a una concentracion de 20-30 mM, mientras que en la
literatura estaba descrito su efecto como bloqueante de los canales
BK en células hibridas de neuroblastoma y glioma NG 108-15
(Brown e Higasida, 1988) y en neuronas simpaticas (Smart, 1987) a
concentraciones de 1-10 mM, rango en el que no obtuvimos efecto
alguno en nuestros experimentos. La potenciacién con
concentraciones mayores se¢ deberia asociar a otros efectos de ese
ién no relacionados con los canales de K+ dependientes de Ca2+. El
hecho de que el TEA no actie sobre la secrecién a concentraciones a
las que bloquea los canales BK, nos hace descartar la implicacién de
¢stos en la potenciacién por la DTC y asociarla solamente al bloqueo
de los canales SK. Estos canales estarian potenciando la respuesta en
los dos tipos de células cromafines como muestran los experimentos
en los que se analizé la secrecion diferencial de adrenalina y
noradrenalina.

Ni la DTC ni la apamina aumentan los niveles basales de [Ca?+]; o
la secrecidon basal de catecolaminas, lo cual indica que los canales SK
no se encuentran activados al potencial de reposo de la célula con
los niveles basales de Ca2+;, por lo que el "bloqueo” no produce una
despolarizacién capaz de provocar una respuesta secretora y que su
efecto se manifiesta s6lo cuando se pone en marcha un mecanismo
que incremente la [Ca?+];. También descartamos, asi, un posible
efecto presindptico consistente en un aumento de la liberacién de
ACh. Sin embargo, el TEA aumenta la secrecidon basal notablemente.
Este incremento se ha atribuido a efectos despolarizantes directos
del TEA en 1las células de gato (Sorimachi y col., 1990)
probablemente asociados a la estimulaciéon directa del receptor
nicotinico. De hecho la DTC bloqueaba la respuesta secretora
evocada por TEA.
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I11.- 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
muscarinica como de su potenciacién por la DTC, . Este hecho nos
hizo preguntarnos por la posibilidad de una participacion de los
canales de calcio dependientes de voltaje en estos fendmenos, dada
la enorme importancia que tienen en ¢l control del proceso secretor
producido por otras vias como la estimulacién del receptor
nicotinico, o la despolarizacién con concentraciones elevadas de
potasio- extracelular. La- utilizacion de dihidropiridinas: como el Bay K
8644, que aumenta la entrada de calcio por los canales de tipo L en
las células cromafines (Garcia y col., 1984a, Montiel y col., 1984) vy
de la isradipina, que la inhibe (Gandia y col.,, 1987), permitié
verificar nuestra hipdtesis. En nuestros experimentos, el Bay K 8644
duplica la secrecidon debida a la metacolina y la isradipina la
bloquea. Estos resuitados son coherentes con los de un trabajo de
Ladona y col. (1987) donde se demuestra que el Bay K 8644 casi
triplica el pico de la respuesta secretora a muscarina en adrenales
perfundidas de gato.

LLa estimulacién del receptor muscarinico en células cromafines
de la médula adrenal de la rata genera una seflal despolarizante que
pone en marcha el disparo de potenciales de accién (Akaike y col.,
1990). La estimulacién muscarinica de las células cromafines de
gato podria producir un efecto similar. Estos potenciales de accién
producirian una despolarizacién capaz de activar los canales de Ca?+
dependientes de voltaje, cuya participacién en la rtespuesta
secretora  se pone de manifiesto en nuestros resultados
experimentales arriba mencionados. Esto se corrobora por la
potenciacion producida por apamina de la liberacién originada por
la despolarizacion con altas concentraciones de K* (35 mM).
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Por otro lado, hemos visto también un efecto del Bay K 8644 y de
la isradipina en la potenciacion por la DTC de la respuesta secretora
muscarinica. En neuronas simpdticas, la aplicacién de fuertes
corrientes despolarizantes genera la aparicién de trenes de
potenciales de accién. Como ya se ha comentado, en presencia de
apamina, se obtiene un nimero 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
respuesta secretora inducida por metacolina en presencia de DTC, se
podria explicar por un mayor reclutamiento de canales de Ca2+* tipo

L. durante las descargas repetitivas causadas por bloqueo de los
canales de tipo SK.

IV.- EXISTENCIA DE UN PATRON COMUN A LA
RESPUESTA SCRETORA Y DE CALCIO INTRACELULAR
INDUCIDAS POR LA ESTIMULACION MUSCARINICA.

En nuestra investigacién realizamos experimentos de
estimulacién prolongada {varios minutos) del receptor muscarinico
con su agonista metacolina. Dado el alto flujo de perfusién al que
trabajamos (6 ml/min) pudimos recoger muestras de 5 s de forma
continuada, lo que nos permitié dibujar el perfil secrctor que se
construye cuando se mantiene la estimulaciéon a lo largo del tiempo.
De esta manera hallamos dos componentes en la respuesta secretora
muscarinica: uno "fdsico” transitorio y otro “ténico” en forma de
meseta, mantenido en el tiempo y sin desensibilizacién hasta que
retiramos el estimulo.

Por otro lado, la realizacién del mismo estudio midiendo la [Ca2+];
en una sola célula aislada cargada con fura-2 nos ofrecié un patrén
similar de conducta de la sefial de Ca;2*. Este hecho sugiere que las
dos fases halladas en la sefial de [Ca?*]; eran responsables de las
que aparecian paralelamente en la secrecion, y nos hizo plantearnos
cual era el origen del Ca2* que originaba cada componente de la
sefial de Ca2+ y de la respuesta sccretora.
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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 esplicnico produce la secrecién de catecolaminas mediante la
activacion tanto del receptor nicotinico como del muscarinico de la
célula cromafin (Alamo y col., 1991). Estd claro que el componente
nicotinico de la secreciéon depende enteramente del Cae2* (Douglas y
Rubin, 1961) y se desensibiliza rapidamente (Schiavone y Kirpekar,
1982). Sin embargo, el componente muscarinico parece ser mas
complejo en sus requerimientos de Ca2+* y en su cinética.

Para indagar sobre las fuentes de Ca?* que participan en la
repuesta muscarinica utilizamos protocolos experimentales en los
que la estimulacién muscarinica prolongada se aplicaba a células en
tres condiciones de oferta de calcio distintas (una primera
estimulacién se hacia aplicando la metacolina en ausencia de Ca.2+;
una segunda, con 2'5 mM de Ca.2* pero con los depdsitos
intracelulares mermados por la perfusion con una solucidén
extracelular carente de calcio y con 1 mM de EGTA; una tercera que
utilizamos como control, con disponibilidad tanto de Ca.2+ como de
unos depoésitos intracelulares intactos y veiamos como se afectaba el
patron antes descrito.

Como se ve en los resultados, la metacolina es capaz de producir
un aumento de la {CaZ+]; ain en ausencia de Cac,2+, que es
transitorio, declinando rdpidamente hasta los niveles basales, lo cual
sugierc que la fuente responsable de este pico de Ca;2+ se ha
agotado (esta fuente seria probablemente el reticulo endoplasmaitico
liso, pues se ha deserito que la estimulacién del receptor
muscarinico en células cromafines bovinas aumenta la formacién de
inositoles trifostato (Azila y col., 1982; Forsberg y col., 1986) y que
estos movilizan Ca?* en células permeabilizadas (Féhr y col., 1991).
A pesar de que se produjo un incremento bastante grande de la
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[CaZ+];, parece ser que el CaZ+ movilizado por metacolina de los
depdsitos intracelulares es insuficiente para producir una buena
respuesta secretora, como muestran los resultados de secrecidén. Este
pico de secrecién fue tan pequefio que el Ca2t probablemente no
alcanz6é la maquinaria secretora.

En estimulos en los que los depésitos intracelulares de CaZ+
estaban mermados por la superfusién durante 15 min con solucién
0Ca2+/IEGTA, la reintroduccién de Cac2* simultineamente a la
aplicacién de metacolina produjo una sefial de Ca;2+ desprovista del
pico inicial pero con la meseta intacta. En esas condiciones creemos,
naturalmente, que el aumento de Ca;j?* se debe a la entrada de Ca?+
desde el exterior celular. Cuando los depdsitos estin intactos la
estimulfacién con metacolina en presencia de Cac2+, determina la
entrada de este catién que se suma al Ca2* movilizado de los
depdsitos produciendo asi un pico inicial secretor (componente
fasico) que cae a la mencionada meseta que se mantiene gracias a la
continuada entrada de Cac?+. En esas condiciones experimentales la
aplicaciéon de apamina potenciaba marcadamente tanto el
componente fasico como el ténico de la secrecion y de la sefal de
Cai2*. El bloqueo por apamina de los canales de K* dependientes de
Ca2+, que son activados por el aumento de la [Ca2+]; inducida por
metacolina, produciria una mayor entrada de Ca?* como se observa
en presencia de esta neurotoxina. Esta interpretacidon se ve, asi
mismo, confirmada por el hecho de que la apamina no incrementa la
sefial de Caj?* o la respuesta secretora obtenidas tras la
administracion de metacolina en un medio extracelular carente de
Ca2+,

Todos estos resultados son coherentes con la hipétesis de que el
pico inicial transitorio estd asociado a la movilizacidon de calcio de los
depositos intracelulares asi como a la entrada del exterior, mientras
gue ¢l componente mantenido 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 aparicién de notables oscilaciones
en la fase de meseta de la secrecién y de la sefial de Ca;2+ que son
mucho mds pronunciadas en presencia de apamina. Esto se podria
relacionar con una actividad eléctrica oscilatoria de la célula en la
que se estarian activando canales de calcio de una forma ciclica.
Estas oscilaciones se¢ pueden deber al disparo repetido de
potenciales de accién debidos a la despolarizacion de la célula por
estimulacién del receptor muscarinico. El pico inicial de Caj2+
activarfa los canales de potasio SK que cortocircuitarian tal
despolarizacién desactivdndose periddicamente cuando el Caj2+
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 respuesta secretora inducida por el estimulo muscarinico
en la méduta adrenal de gato (Fig. 25). La respuesta muscarinica se
iniciaria con la movilizacién de Ca2+ de los depésitos intracelulares
con el concurso del sistema de los 1inositoles fosfato
simultineamente a la entrada de este i6n desde el exterior que
seria responsable del mantenimiento de la secreciéon de
catecolaminas. Nuestro modelo sugiere que la entrada de Ca2t a la
célula durante el estimulo muscarinico dependeria de una
despolarizacion de la membrana cuyo mecanismo actualmente
desconocemos. Esta despolarizacién induciria el disparo de
potenciales de accién con el consiguiente reclutamiento de canales
de Ca2?+ dependientes de voltaje. La entrada de Ca2+ a través de los
canales de tipo L sensibles a dihidropiridinas estaria intimamente
ligada a la puesta en marcha del proceso secretor en la médula
adrenal del gato. La elevacién de la [Ca2+]; inducida por el estimulo
muscarinico activaria también los canales de K% dependientes de
Ca2t de pequefia conductamncia (SK) contrarrestando la
despolarizacion muscarinica y, por ello, enlenteciendo la frecuencia
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Fig. 25. Mecanismos implicados ¢n la respuesta secretora muscarinica.
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de disparo de los potenciales de accion. Asi, los canales SK actuarian
como mecanismo "represor” limitando la magnitud de la respuesta
secretora mediada por el receptor muscarinico, que como hemos
visto, se potencia por el bloqueo de tales canales por la apamina o la
DTC. Los canales SK desempefiarian también un papel en el
mantenimiento de la respuesta secretora a la estimulacién
muscarinica previniendo la inactivacién de los canales de Ca2+
dependientes de voltaje y con ellos la secrecién de catecolaminas. Si
el Ca2* que entra en la célula cromafin es capaz de inactivar los
canales de Ca2+t dependientes de voltaje, activaria también los
canales de K+t dependientes de Ca2+, lo que hiperpolarizaria la
membrana celular interrupiendo la ulterior entrada de Ca2+. Se
generaria de esta manera un patron intermitente y alternante de
activacion-desactivacién de canales de Ca?+* dependientes de voltaje
y canales de Kt dependientes de Ca2+ que perpetuarian la respuesta
de Cai?* y de secrecién de catecolaminas mientras el estimulo
muscarinico estuviera presente.
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Del planteamiento, resultados y discusion de este trabajo pueden
establecerse las siguientes conclusiones:

1) En la membrana de las células cromafines de la médula
adrenal de gato existen canales de K* activados por Ca2+ de pequeiia
conductancia iénica (canales SK).

2) Estos canales modulan la respuesta secretora de catecolaminas
inducida por el estimulo muscarinico en las célula adrenérgicas vy
noradrenérgicas de la glindula adrenal del gato.

3) Dicho efecto modulador se ejerceria controlando la entrada de
CaZ2+ a través de canales de Ca2+ dependientes de voltaje de tipo L
(sensibles a dihidropiridinas) que serian reclutados durante el
estimulo muscarinico, probablemente a través de potenciales de
accion generados por la despolarizacion producida por una corriente
de Cl- activada por Ca;2+,

4) La respuesta secretora de catecolaminas inducida por Ila
estimulacién muscarinica de la glidndula adrenal de gato consta de
un componente fdsico inicial seguido de una meseta que se
corresponden con idénticos componentes en la sefial de Caj2+.

5) La entrada de Ca2+ desde el exterior celular tiene lugar tanto
durante el pico como durante la meseta secretora siendo regulada
en ambos casos por canales SK.

6) La movilizacion de Ca2+ de los depédsitos intracelulares

participaria exclusivamente en el componente fisico de la respuesta
secretora y de la sefial de Caj2+,
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