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Resumen

El pool de vesiculas inmediatamente liberables JIB®un pequefio pool vesicular que corresponde
aproximadamente al 25% del pool de vesiculas praes para liberarse. Se piensa que el IRP, a
diferencia del resto del pool de vesiculas prepasagara ser liberadas (RRP), se libera frente aspsil
despolarizantes de corta duracion debido a su pnivéd a los canales de €aPusimos a prueba esta
hipétesis utilizando buffers de €axdgenos rapidos y lentos, y toxinas especificas grmitieron
asociar especificamente a la exocitosis de IRPla®ranales de Cade tipo P/Q. Estos resultados son
coherentes con lo observado previamente por nos@naatones KO de la subunidagl. Esto nos llevo
a pensar en la posibilidad de que este acople &nadi fuera generado a través de una interaccion
molecular especifica. Evaluamos que dicha inteataestuviera mediada por la secuencia synprint
(synaptic protein interaction site) ubicada en oop intracelular de la subunidagh, de los canales de
Ca* P/Q y N. Es conocido que el synprint puede intei@ccon la maquinaria exocitética, siendo esto
determinante en el acople asociado a la exocitesisronica en terminales nerviosas. De acuerdo con
esta hipotesis, en diversos experimentos encongame las células de raton en cultivo transfectadas
con la secuencia del synprint (para interferir enimteraccién canal / vesicula) presentan una €rs
de IRP marcadamente disminuida, mientras que fasesos acopladas al estimulo no se hallar
alteradas. La segunda parte de esta tesis estaatdoen analizar los limites funcionales del IRéhfe
a una estimulacién que simule las condicionesléigioas de las células cromafines, como son lasese
de potenciales de accion a frecuencias en el rdhgel0 Hz. Descubrimos una fraccién de IRP que se
libera particularmente frente a potenciales de aacijue es capaz de recuperarse velozmentel(seq)
luego de haber sido deprimida. Los resultados nnamestjue en nuestras condiciones experimentales
dicho subpool de IRP le permite a las células criimea mantener una liberacion eficiente y sosteaida
bajas frecuencias

Palabras clave: Exocitosis, canales de?GdRP, synprint, células cromafines.



Abstract

The Immediately Releasable Pool (IRP) is a smalugrof vesicles which corresponds to
approximately the 25% of the ready releasable VesidRP, in contrast to the rest of the RRP,
can be released by short pulses because of itsmityxo calcium channels in chromaffin cell.
We used specific pharmacological “Cachannels blockers and;a subunit KO mice to
demonstrate that IRP exocytosis is specificallyptedi to P/Q C& current. This coupling
raises the question of how the interaction betwd®h vesicles and P/Q &achannels is
produced. The synprint sequence located in thadettular loop between Il and Il region of
theal subunit of P/Q and N Gachannels can interact with proteins of the exacytachinery
being determinant in vesicle-channel coupling asded to fast exocytosis. The chromaffin
mouse cells transfection with IRES plasmids coirtgirthe synprint peptide sequence (to
interfere with channel-exocytic proteins interachoreduced IRP exocytosis significantly,
while less coupled exocytosis remained unchanged. éxistence of such highly coupled
exocytosis raises the question of which is theigpdtion of IRP when chromaffin cells are
stimulated with a physiological stimulus, partialjatrains of action potentials. We study the
recovery of IRP after complete release, and the yg®performance of this pool at different
frequencies of stimulation. We found that there ifaction of IRP, that is released by an
action potential and recovers with relatively higheed { ~ 1 s), which is able to sustain

chromaffin cell exocytosis at physiological lowdfuencies.

Key words: Exocytosis, Gachannel, IRP, synprint, chromaffin cells.
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Introduccién

1 INTRODUCCION

1.1 Médula Adrenal y Células Cromafines

1.1.1 Generalidades

La glandula suprarrenal se ubica anatbmicamente en el extremo superior de los rifiones y
estd constituida por dos 6rganos que coexisten espacialmente pero con marcadas
diferencias funcionales y embriolégicas: la corteza y la médula suprarrenal (Figura 1.1). En
la médula suprarrenal se encuentran las células cromafines que producen y secretan
fundamentalmente catecolaminas tales como adrenalina y, en menor medida, su precursor
noradrenalina, ademas del neuropéptidos Y. Por otro lado, la corteza de la glandula
suprarrenal estd compuesta por células fasciculadas, glomerulares y reticuladas que
secretan glucocorticoides, mineralocorticoides y una pequefia fraccion de hormonas
sexuales. Aparte de sus muchos efectos sobre 6rganos a distancia, estos esteroides
también cumplen una funcién paracrina sobre la médula adrenal (Bornstein y col., 1997). Su
accion esta involucrada en la funcion y en la estructura de las células cromafines, ya que
favorece la produccion de adrenalina a partir de noradrenalina y evita la formacion de
prolongaciones en estas células. Es sabido que las células cromafines en cultivo,
eventualmente generan procesos de caracteristicas similares a las neuritas (Trifaré y Lee,
1980; Unsicker y col., 1978), y que el agregado de esteroides al medio de cultivo inhibe este
crecimiento (Anderson y Axel, 1986).

La médula adrenal comparte un origen embriologico con el sistema simpatico, ya que al
igual que éste proviene del neuroectodermo (Weston, 1970; Aloe y Levi-Montalcini 1979;
Tischler, 2002). Algunos de los progenitores neuronales provenientes de la cresta neural
originan el sistema simpatico, mientras que otros migran e invaden la corteza suprarrenal
(Le Douarin y col., 2008) dando lugar a la médula de dicha glandula. Mas tarde, como
consecuencia de la actividad de diversos factores de crecimiento (Dutt y col., 2006; Barald,
1982) que estimulan la via del AMP ciclico, las células se diferencian y se induce la sintesis
de catecolaminas (Bilodeau y col., 2000; Bilodeau y col., 2005). Por su origen y por su
ubicacién, la médula suprarrenal es considerada un ganglio simpatico modificado (Diaz-
Flores y col., 2008), y las células cromafines que la componen son neuronas modificadas

gque no poseen axones Yy liberan sus productos de secrecion directamente al torrente
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sanguineo actuando como neurohormonas (Figura 1.1-C) (Donald y Sheperd, 1980). Las
neuronas postganglionares del sistema nervioso autbnomo también producen y secretan
catecolaminas, que funcionan como neurotransmisores. Por otro lado, al igual que en un
ganglio simpatico, las células cromafines son estimuladas por terminales colinérginas

preganglionares del sistema simpdtico.

Figura 1.1 - (A) La representacion muestra la localizacion de laénglula suprarrenal y sus
relaciones anatomicas con el rifidi®) En un corte de la glandula se pueden diferen@amgdula y
la corteza (C) Se representa la ultraestructura de una célulam@atin. Notese el contacto directo de
la misma con un terminal nervioso responsable dessimulacion y con un capilar sanguineo hacia

donde se secretan las catecolaminas mediante es@it

Las células cromafines son entonces inervadas por fibras preganglionares simpaticas del
nervio esplacnico (Hirano, 1982). Las células se encuentran dispuestas en cordones (Diaz -
Flores y col., 2008) lo cual favorece la relacion con los capilares, a los que liberan sus
productos de secrecion (Figura 1.1 C). Los terminales axénicos del nervio esplacnico liberan
acetilcolina sobre las células cromafines, las cuales poseen receptores colinérgicos de
membrana que se unen con alta afinidad a este neurotransmisor. Estos receptores se
clasifican en dos grupos principales: muscarinicos y nicotinicos. La secrecion en las células
cromafines es mayormente estimulada por la activacion de receptores nicotinicos, que son
receptores del tipo ionotrépicos. Sin embargo en estas células también hay receptores
muscarinicos, metabotropicos acoplados a proteina G, que pueden contribuir a la regulacion
de la secrecion de catecolaminas (Aguilar, 1992). Dentro de los receptores muscarinicos hay
cinco subtipos (M;-Ms). En células cromafines vacunas se observdé mayor proporcion del
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subtipo M,, y en menor proporcién los subtipos M1, M3y My (Aguilar y col., 1992; Fernando y
col., 1991; Olivos y Artalejo, 2008). En cuanto a los receptores nicotinicos, el subtipo mas
importante en las células cromafines es el complejo pentamérico formado por las
subunidades az y B4 que forman el canal que atraviesa la membrana (Sala y col., 2008).
Cuando el receptor es activado por la acetilcolina liberada desde los terminales neuronales,
este canal aumenta su permeabilidad a cationes, ingresando fundamentalmente Na’,
despolarizando la membrana, y consecuentemente, generando el disparo de potenciales de
accion (PA). A consecuencia de esto se activan canales de Ca** dependientes de voltaje
(CCDV) en la membrana plasmatica, y se produce la entrada de Ca* que dispara la
exocitosis de las vesiculas secretorias que contienen las catecolaminas y otras sustancias

activas.

1.1.2 Potencial de accion

En todas las células en reposo existe una diferencia de potencial eléctrico entre el interior
y el exterior celular, denominado potencial de membrana (V,,) (por convencion, Vinra-Vexia)-
Este potencial depende de las concentraciones intracelulares y extracelulares de los
diferentes iones y de las conductividades relativas de la membrana a ellos. En las células no
excitables este potencial tiene generalmente valores entre -10 y -30 mV, mientras que en las
excitables es proximo a valores entre -50 y -90 mV. En estudios realizados en los afios 60
se estimo un valor para el potencial de reposo en células cromafines de alrededor de -30 mV
(Douglas y col., 1967ab; Matthews y col., 1967; Fawcett y col., 1969). Las mejoras en las
técnicas experimentales introducidas por la técnica de patch clamp permitieron estimar este
valor entre -50 y -80 mV (Fenwick y col., 1982). En estudios mas recientes por registros de
patch perforado en células bovinas se midi6 un valor de -50 mV (Wallace y col., 2002;
Orozco y col., 2006).

Cuando las células cromafines son excitadas, tanto fisiolégicamente por la acetilcolina
liberada o por otros métodos, se disparan PA en la membrana plasmatica. La fase de subida
del PA en algunos casos es dominada sélo por la entrada de iones de Na* (Biales y col.,
1976) mientras que en otros casos se observé que depende tanto de los canales de Na*
como de los de Ca* (Brandt y col., 1976; Kidokoro y Ritchi, 1980; Nassar-Gentina y col.,
1988) (Figura 1.2 B). La repolarizacion del PA en las células cromafines depende

principalmente de la inactivacion de los canales de Na* (Solaro y col., 1995). Ademas de los

3
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canales de Na*, también se ha observado que la presencia de canales de K* dependientes
de voltaje (Inoue y Imanaga, 1993) y dos variantes de los canales de K* activados por Ca?*
tipo BK (Solaro y Lingle, 1992; Solaro y col., 1997) contribuyen a la repolarizacion del PA,
regulando el patrén de disparo de estas células (Gonzalez-Garcia y col., 1993; Lara y col.,
1995; Montiel y col., 1995).

Como se menciond en la seccién anterior, la frecuencia de PA en las células cromafines
“in situ” es controlada por la activacion de los receptores nicotinicos. El disparo de PA
espontaneos fue estudiado en cultivos de células cromafines de gerbos, humanos, ratas y
vacas (Biales y col., 1976; Brandt y col., 1976, Kidokoro y Ritchie 1980, Kidokoro y col.,
1982, Zhang y col., 1997, Micheletti y col., 2005; Wallace y col., 2002, de Diego y col.,
2006). La frecuencia de aparicion de PA espontaneos es muy irregular aunque se estimé en

alrededor de 0,2 Hz (Wallace y col., 2000). Estos PA tienen amplitud muy variable, con

valores entre 52 mV y 78 mV (de Diego, 2009).

A B

|CE|2+

20 mv
200 pA

(=]
3
7]

="

Figura 1.2 - Potencial de accién en células cromafiiid¥ Ejemplo de un PA generado por un “puff’

INa

de 25 mseg de acetilcolina en una célula cromadwviria. (B) Las corrientes que subyacen al PA son
de Nd y de C&', por la rapida inactivacion de las corrientes de'Nlas dos corrientes estan

separadas temporalmente (Modificados de Diego, 3088 Diego, 2008).

Las corrientes de Ca®" que se activan durante un PA son el disparador natural de la
exocitosis en las células cromafines, como en otras células neuroendocrinas y en neuronas
(Aunis D, 1998; Check y Barry, 1993; Livett, 1993). La eficiencia de esta corriente de Ca**
para inducir endocitosis varia segun el tipo de preparacién. La exocitosis generada por un
PA individual en rebanadas de la médula adrenal de raton es de ~7 vesiculas, mientras que

en células aisladas en cultivo se midieron valores inferiores (~2 vesiculas) (Moser y Neher,
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1997; Zhou y Misler, 1995). Esta discrepancia se deberia a diferencias en el acoplamiento
de los canales de Ca®" y las vesiculas entre las dos preparaciones (esto punto se discutira

mas profundamente en otras partes de esta tesis).

1.1.3 Las catecolaminas estan empaquetadas en wesic

El producto de secrecidbn mas importante de las células cromafines es la adrenalina, la
cual pertenece a un grupo de sustancias, las catecolaminas, que incluye también a la
dopamina y a la noradrenalina. Estas dos ultimas son productos metabdlicos intermedios en
la sintesis de la adrenalina a partir de un precursor comun, el aminodacido tirosina. El primer
paso en la sintesis de las catecolaminas es catalizado por la enzima tirosina hidroxilasa que
es el paso limitante en la ruta biosintética. El paso de dopamina a noradrenalina lo cataliza
la enzima dopamina B-hidroxilasa, a partir de ascorbato y oxigeno y en el dltimo paso, la
transformacién de noradrenalina en adrenalina es llevada a cabo por la enzima
feniletanolamina N-metiltransferasa. Toda la adrenalina circulante procede de la secrecion
de la médula suprarrenal, la cual genera una concentracién en sangre basal de 250 pg/ml
(de Diego y col., 2008). En cambio, la noradrenalina es también producida y secretada por
neuronas del sistema nervioso autonomo, donde funciona como neurotransmisor (Purves y
col., 2004). Practicamente toda la noradrenalina circulante deriva de las terminaciones
nerviosas simpaticas y del encéfalo que se escaparon de la recaptacion local de las brechas
sinapticas. La poca noradrenalina producida por la médula suprarrenal y liberada a la sangre
tiene una vida media muy breve porque se destruye en el higado poco después de su
descarga (Donald y Sheperd, 1980).

Las catecolaminas producidas en las células cromafines son acumuladas dentro de
estructuras membranosas denominadas vesiculas por un mecanismo de transportador de
monoaminas (Erickson y col., 1996) que utiliza el gradiente de H* generado por una bomba
H*-ATPasa (Dean y col., 1986). Por esta razon el pH de las vesiculas es acido con un valor
aproximado de 5.5. Existen dos tipos de transportadores, llamados VMAT1 y VMAT2 (por
vesicular monoamine transporter), y las células cromafines expresan ambos (Erickson y col.,
1996).

Existen diferentes tipos de vesiculas en las células cromafines: los vesiculas secretorias

que son granulos grandes de ~200 nm de didmetro, electrodensos, que contienen las
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catecolaminas y otros componentes; y las vesiculas pequefias (~40 nm) de baja densidad,
similares a las vesiculas sinpticas (Koval y col., 2001; Annaert y col., 1993; Tanner y col.,
1996). Por medio de microscopia electronica se estimé que el numero de vesiculas
secretorias que contienen adrenalina es ~17000 que corresponde al 71% de vesiculas
secretorias mientras que las que contienen noradrenalina son ~7000 (Vitale y col., 1995).
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Figura 1.3 - Microscopia electrénica de la zona cortical de wedula cromafin bovingA) En esta

imagen se observa la ubicacidén de las vesiculass®@as con respecto a la membrana plasmética
(Imégen extraida de Vitale y col., 2008) Se observan las diferencias entre las vesiculegacas
con adrenalina de las cargadas con noradrenaliiy. Las vesiculas que contienen adrenalina
muestran un halo en su periferia mientras que lae gontienen(ii) noradrenalina son soélidas

(Imagenes modificadas de E. Crivellato y col., 2008

Ademas de las mencionadas catecolaminas, los vesiculas secretorias contienen ATP,
proteinas como la cromogranina (Banks y Hell, 1965; O"Connor y Frigon, 1984), y péptidos
menores como el neuropéptido Y y las encefalinas (Lewis y col., 1979; Viveros y col., 1979).
Si bien la formacion de las vesiculas secretorias aun no se comprende completamente,
éstos se producen en el trans-Golgi, donde las mencionadas proteinas son plegadas
(Crivellato y col., 2008). Las cromograninas son necesarias para la misma formacion de los
vesiculas secretorias (Stettler y col., 2009), confiriéndoles justamente sus tipicas
caracteristicas electrodensas debidas al empaguetamiento de estas proteinas

conjuntamente con cationes que neutralizan sus cargas negativas.
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La cantidad total de vesiculas secretorias liberables estimada por medio de técnicas
fisiologicas no coincide con el numero total de vesiculas determinado por estudios
morfoldgicos (Vitale y col., 1995). Las vesiculas secretorias realmente liberables oscilan
entre 2000 a 6000 vesiculas (Phillips y col., 1983; Heinemann y col., 1993). La contribucién
a la membrana plasmatica por la fusion de una vesicula secretoria individual fue estimada
en 1,3 fF (Moser y Neher, 1997b). Para esta estimacion fue necesario diferenciar las
vesiculas secretorias de las vesiculas pequefias que no liberan adrenalina, para ello se
utilizé simultaneamente, la técnica de medicién de exocitosis mediante el aumento en la
capacitancia celular y la técnica de amperometria que permite medir la secrecion de
adrenalina. Por otro lado, la capacitancia celular medida de las células cromafines de rata
esta entre 5-14 fF (Horrigan y Bookman, 1994). Tomando un valor promedio entre las
estimaciones del pool liberable de 4000 vesiculas (lo que corresponde a 5200 fF), la

membrana de estas vesiculas representa entre el 40% y el 100% de la membrana celular.

1.1.4 La médula adrenal y la respuesta al estrés

El sistema nervioso autébnomo es fundamentalmente un sistema eferente e involuntario
gque transmite impulsos desde el sistema nervioso central (desde centros nerviosos situados
en la médula espinal, tallo cerebral e hipotalamo) hasta la periferia, estimulando 6rganos
particulares. Estas acciones incluyen, el control de la frecuencia y la fuerza de contraccién
cardiaca, la contracciéon y dilatacion de vasos sanguineos, la contraccion y relajacion del
muasculo liso en varios 6érganos, acomodacion visual, tamafio pupilar y secrecion de
glandulas exocrinas y endocrinas, regulando funciones tan importantes como la digestion, la

circulacion sanguinea, la respiracion y el metabolismo (Purves y col., 2004).

El sistema nervioso autbnomo se divide funcionalmente en: sistema simpatico y en
sistema parasimpatico. El sistema simpatico juega un papel fundamental en la preservacion
del organismo, ya que genera una respuesta rapida y efectiva ante los estimulos externos
y/o internos que puedan amenazar la integridad del individuo. De esta manera responde a
diferentes fuentes de estrés, manteniendo la homeostasis del sistema. Mientras tanto la
accion del sistema parasimpatico es generalmente opuesta al simpatico, y su funcién esta

orientada a la conservacion de la energia del organismo (Purves y col., 2004).
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En el sistema simpatico, las fibras preganglionares salen desde la médula espinal y
llegan a una serie ganglios intermedios, desde donde parten, las fibras postganglionares que
se dirigen al érgano efector. La inervacion de la glandula adrenal es una excepcion, ya que
las fibras preganglionares inervan directamente a la glandula, que seria como ya dijimos
previamente un ganglio simpatico modificado. El neurotransmisor involucrado en estas
sinapsis ganglionares es la acetilcolina, por otro lado el neurotransmisor que es liberado en
las sinapsis que se establecen entre las fibras postganglionares y el 6rgano efector es la
noradrenalina (Purves y col., 2004). En la médula adrenal, como ya dijimos, la noradrenalina
es mayoritariamente convertida a adrenalina por la enzima feniletanolamina N-

metiltransferasa, y dichas sustancias son liberadas a la sangre.

En condiciones normales, en las cuales el organismo no est4 sometido a estrés, las
neuronas preganglionares simpaticas del nervio esplacnico disparan a frecuencias bajas,
manteniendo la frecuencia de PA en las células cromafines en aproximadamente ~0,5 Hz. A
este estado se lo denomina breed and feed (Blandt y col., 1976). En estas condiciones las
células cromafines liberan pequefias cantidades de catecolaminas al sistema circulatorio,
que permiten que los parametros fisiolégicos (como por ejemplo el tono vascular y la
frecuencia cardiaca) se mantengan en sus niveles de reposo. En condiciones de estrés
agudo, debido por ejemplo al ataque de un depredador, el sistema nervioso simpatico inicia
una respuesta fight or flight, en la cual la médula suprarrenal es activada simultaneamente
con la rama simpatica del sistema nervioso autonomo y actla en forma sinérgica con éste.
La activacion de la médula adrenal produce un aumento en la frecuencia de disparo de las
células cromafines hasta un valor 30 veces mayor al de reposo (~15Hz) (lijima y col., 1992),
lo cual genera una liberacion masiva de adrenalina (en mayor medida) y noradrenalina (en
menor medida) a la circulacion general. Estas ultimas llegan a los érganos blanco y su
efecto se suma al de la noradrenalina liberada desde los terminales simpéticos,

contribuyendo a la activacion de receptores adrenérgicos.

1.1.5 Ventajas como modelo neurobioldgico

Acordes con su origen embriolégico, los mecanismos secretorios de las células
cromafines poseen muchas similitudes con los de las neuronas, tanto en aspectos
moleculares como biofisicos. Ambas células son excitables y la liberacion de

neurotransmisores o adrenalina se produce a través del disparo de PA que activan CCDV
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ubicados en la membrana (Olivera y col., 1994; Garcia y col., 2006), generando un aumento
en el Ca®" citosolico y la posterior liberacién del contenido vesicular (Augustine y Neher,
1992). Otra caracteristica compartida es que la relacién entre el Ca?* y la exocitosis no es
lineal tanto en la liberaciobn de neurotrasmisor (Del Castillo y Engback, 1954) como en la
liberacion de adrenalina en las células cromafines (Douglas y Rubin, 1961b; Heineman y
col., 1993). En cuanto a la maquinaria exocitotica, en las células cromafines se ha descripto
la presencia de la gran mayoria de las proteinas involucradas en la secrecién que han sido
identificadas en zonas activas de las terminales singpticas (Roth D, Burgoyne RD, 1994 ;
Hodel y col., 1994; Morgan y Burgoyne, 1995; Gerber y Sudhof, 2002; Burgoyne RD y
Morgan, 2003, Sgrensen y col., 2006).

Respecto a las diferencias entre las neuronas y las células cromafines, una muy
importante es grado de acople entre estimulo y la secrecién. Mientras que en las neuronas
los canales de Ca®'y las vesiculas estan altamente acoplados en zonas activas, permitiendo
una rapida y eficiente liberacion de los neurotransmisores (Cohen y col., 1991), la secrecién
de hormonas desde las células cromafines se vierte directamente al torrente sanguineo, lo
cual actia como paso limitante en el proceso de sefalizacién. De hecho, mayoritariamente,
la secrecion desde las células cromafines ocurre mucho mas lentamente que en las
terminales nerviosas (Chow y col., 1992, Chow y col., 1994; Seward y col., 1995). De
cualquier modo, frente a una situacion de estrés, estas células liberan las catecolaminas en
segundos, por lo que el acople estimulo-secrecion en estas células puede considerarse una
situacion intermedia entre neuronas y otras células endocrinas (Garcia A.G. y col., 2006). Es
mas, como veremos a lo largo de esta tesis, las células cromafines también poseen grupos
vesiculares pequefios que pueden ser liberados en forma altamente acoplada con el

estimulo en tiempos que no superan unos pocos milisegundos.

En general, las células cromafines poseen caracteristicas que las hacen muy ventajosas
como modelo de experimentacion de procesos tales como la exocitosis, la endocitosis, el
acople estimulo-secrecion, la formacién del poro de fusion vesicular, etc. Las células
cromafines son facilmente cultivables (Livett, 1984), en particular los cultivos de células
cromafines bovinas son altamente eficientes generando cantidades masivas de células.
Ademads, el tamafio de estas células es marcadamente mayor que la mayoria de las
terminales nerviosas y adoptan una geometria esférica en cultivo. Estas caracteristicas
permiten la facil aplicacion de la técnica de patch clamp en configuracién de célula entera o

whole cell. Esta técnica, si se utiliza en modo voltage clamp permite fijar el potencial de
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membrana y registrar las corrientes generadas por el flujo de iones a través de los canales.
Debido a la mencionada morfologia esférica, estas células se comportan eléctricamente
como un compartimiento Unico, lo que hace mas sencillo fijar el potencial de membrana, a
diferencia de lo que ocurre con las neuronas que poseen una geometria mucho mas
compleja. Esta geometria simple también facilita enormemente la aplicacion de la técnica de
medicion de capacitancia como un método para evaluar la exocitosis y la endocitosis con
una resolucion temporal de mseg (Neher y Marty, 1982). Esta técnica se basa en que las
membranas biolégicas se comportan eléctricamente como capacitores y por lo tanto la
capacitancia celular es directamente proporcional al area superficial de la célula (Gillis,
1995). Por esta razoén, la fusion de la membrana vesicular con la membrana plasmatica, que
se produce en la exocitosis, se traduce en un aumento de la capacitancia y la recuperacion
de la membrana que se produce por la endocitosis, en una disminucién de la capacitancia
celular. La técnica de patch clamp en la configuracion whole cell también permite el control
de la composicion del citoplasma y la adicién al mismo via dialisis por la pipeta de registro,
de sondas fluorescentes que permiten la medicion de los cambios en la concentracion de
Ca?* citosélico. Respecto a este (ltimo punto las células cromafines han sido muy utilizadas
para estudios de la distribucién espacial de las sefiales de Ca*" luego de la activacién de los
CCDV (Monck y col., 1994, Marengo y Monck, 2000; Marengo y Monck., 2003)

Otra técnica utilizada para estudiar la secrecién con alta resolucion temporal en células
cromafines es la amperometria (Bruns., 2004). Mediante esta técnica se mide la corriente
eléctrica generada por la oxidacibn de las catecolaminas en la superficie de un
microelectrodo de fibra de carbono que se coloca en contacto con la superficie celular,
pudiéndose detectar las catecolaminas liberadas por los vesiculas secretorias individuales
(Wightman y col., 1991; Chow y col., 1992). Esta técnica puede ser aplicada conjuntamente
con mediciones electrofisiolégicas de corrientes y capacitancia celular (Chan y Smith, 2001;
Albillos y col., 1997; Ales y col., 1999), a las que podemos sumarle mediciones de sefiales
de Ca*" (Robinson y col., 1995; Monck y col., 1994). Otras técnicas aplicadas para estudiar
la exocitosis y la endocitosis en células cromafines han sido la obtencién de iméagenes de
fluorescencia a partir de indicadores de tipo FM (Perez Bay y col., 2007) y la aplicacion de la
técnica de microscopia de reflexion total (TIRFM). Por medio de la técnica de TIRFM es
posible visualizar y seguir la evolucién de las vesiculas a ~100 nm de la membrana

plasmética (Steyer y Almers, 2001; Becherer y col., 2007) pudiendo identificar los distintos
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modos de fusion asi como también diferentes estados de maduracion basados en su
movilidad (Nofal y col., 2007).

Existen numerosos ejemplos de cémo las células cromafines han servido como modelo
neurobioldgico. En estas células se logrdé por primera vez aislar una organela secretoria
mediante ultracentrifugacion (Blaschko y Welch, 1953). También, se logr6 establecer por
primera vez en estas células que las vesiculas secretorias podian almacenar al transmisor
en altas concentraciones mediante la actividad de una bomba ATPasa generadora de un
gradiente de protones (Njus y Radda, 1978). Ademas, las células cromafines han sido el
modelo fundamental para definir pools vesiculares tanto en terminales sinapticas como en
células neurosecretoras. Los primeros estudios en 1950s indicaron que las vesiculas
sinapticas no eran todas funcionalmente idénticas (Liley y North, 1953), pero por las
dificultades técnicas debido al tamafio de la presinapsis la clasificacion de las vesiculas en
distintos pools fue posible a través de mediciones en células cromafines (Neher y Zucker,
1993, Rettig y Neher, 2002; Sorensen, 2004). Por medio de la aplicacion de amperometria,
estas células también han servido para definir los distintos tipos de fusion de las vesiculas
(fusién transitoria o colapso completo). La primera evidencia de la existencia de la fusion
transitoria fue obtenida por la medicibn de capacitancia (Spruce y col.,, 1990) vy
amperometria (Zhou y col., 1996) de una vesicula Unica pero la combinacién de ambas
técnicas en las células cromafines demostraron que la liberacién de la adrenalina coincidia
temporalmente con el aumento en capacitancia transitorio demostrando la existencia del
este tipo de fusion (Albillos y col., 1997, Ales y col., 1999). En cuanto a la maquinaria
exocitotica, en las células cromafines se han identificado las proteinas que conforman el
complejo SNARE responsable de la activacion de las vesiculas para su posterior fusion, por
esta razon y por las ventajas experimentales, estas células son un modelo experimental
apropiado para estudiar las distintas regulaciones de la formacion del complejo SNARE. Por
ejemplo para estudiar la funcion de la SNAP-25 en la formacion de este complejo, se
expresaron distintos mutantes de esta proteina en el ratén KO y se realizaron mediciones
paralelas de capacitancia y amperometria en las células cromafines (Sgrensen y col., 2003;

Sgrensen y col., 2006; Waler y col., 2010).

Por los motivos citados arriba, entre otros, en el pasado y en la actualidad las células
cromafines han sido extensamente estudiadas para entender los mecanismos involucrados
en la exocitosis, asi como también en la endocitosis y en el ciclado de membrana

internalizada hacia vesiculas liberables.
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1.2 Sefnales de calcio en células cromafines

La transmision sindptica y la secrecion neuroenddcrina esta mediada fundamentalmente
por la entrada localizada de Ca?* desde el medio extracelular a través de los CCDV
localizados en la membrana plasmatica (Augustine y Neher, 1992). Sin embargo no
podemos obviar que las células cromafines poseen otros mecanismos capaces de aumentar
el Ca*" citosélico: como ser la liberacion desde el reticulo endoplasmatico (RE) a través de
receptores de rianodina y/o de IPs;, y la reversion del intercambiador Na'/Ca®* de la
membrana plasmética (Pan y Kao, 1997). A su vez poseen varios mecanismos de
recaptacion de Ca”": la Ca** ATPasa y el intercambiador 1Ca*/3Na’ de la membrana
plasmatica (Pan y Kao, 1997), una Ca®* ATPasa en el RE y la mitocondria (Herrington y col.,
1996; Pan y Kao, 1997). Todos estos sistemas pueden potencialmente influir en la

distribucion espacio-temporal de la sefial de Ca** de estas células (Marengo y Monck, 2003).

1.2.1 Fuentes extracelulares de calcio

1.2.1.1 Canales de calcio

Los CCDV son proteinas oligoméricas, constituidos por cinco subunidades: a;, a,, 6, y y
B. La subunidad a; es la que forma el poro y es la que distingue a los diferentes tipos de
canales de Ca®" (Catterall, 2000), mientras las otras subunidades son regulatorias. La
subunidad a; tiene un tamafo aproximado de 2000 aminoé&cidos, y mantiene la misma
estructura general que los canales de Na* dependientes de voltaje (Tsien y col., 1991); es
decir que esta constituida por 4 dominios, los que a su vez estan formados por 6 segmentos
transmembrana. El cuarto de estos segmentos, S, esta altamente cargado y por lo tanto
actia como sensor del voltaje (Hille, 2001), mientras que los segmentos Ss y Ss, incluido el
loop entre ellos, contribuyen a la formacion del poro del canal. La estructura del canal se
esquematiza en la figura 1.4. Los CCDV, como ocurre también para los canales
dependientes de voltaje de Na" y de K', son altamente selectivos para un tipo i6nico
determinado. Cuando esté abierto, el canal forma un poro que se extiende a través de toda
la membrana. Este poro es, en casi toda su longitud, mucho méas ancho que el ién, salvo en

un pequefio tramo donde se encuentra el filtro que establece la selectividad iénica del canal.
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Este filtro restringe el paso del i6bn de acuerdo con el tamafio, carga y energia libre de
hidratacién del ion (Hille, 3ra edicién). La apertura del canal requiere un cambio de

conformacion de la proteina, que se activa frente a un cambio de potencial (Figura 1.4C).

La dependencia con el voltaje para los CCDV ya fue descripta en el modelo de Hodgkin y
Huxley (1952), considerando que cada canal estd formado por cierta cantidad de
compuertas, donde cada compuerta puede estar en dos estados: abierto o cerrado. Esta
dependencia fue introducida asumiendo que la probabilidad dichas compuertas de pasar de
un estado de abierto a otro cerrado depende del voltaje de membrana. Si consideramos una
compuerta del tipo i, la probabilidad de dicha compuerta de estar abierta (p;) se obtiene a

través de la ecuacion diferencial presentada en 1.1.

P = va-p)-BWP @

Donde a; y B representan las tasas dependientes de voltaje. Cuando un canal esta

abierto, (todas las compuertas estan en el estado abierto) este contribuye con un valor
pequefio ( y) a la conductancia total de la célula. La conductancia macroscopica (g) debida

a N canales constituidos por n compuertas del tipo i estd dada por la formula en la ecuacion

g(V) = y N [P/ (V) .

A nivel celular, la corriente de calcio, ICa®", depende del tipo y del nUmero de canales, del
gradiente de concentracion de Ca** entre ambos lados de la membrana y del voltaje al que
esta sometida la membrana (Hille, 2001). Las corrientes son dependientes del voltaje por
dos razones. Por un lado por la dependencia de la probabilidad de apertura del canal con
esta variable, y por el otro debido a la fuerza impulsora que actia sobre estos cationes, la
cual es equivalente a la diferencia entre el potencial de membrana aplicado, V., y el

potencial de equilibrio del Ca* calculado por la ecuacién de Nernst, Ec.>* (Ecuacion 1.3).

I Ca2+ — gCa2+ (Vm _ ECaZ+ ) (1.3)
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Figura 1.4 - (A) Diagrama de un canal d€a?" voltaje dependiente. La estructura molecular del
canal consta de cinco subunidadesg a,, J, y y f. La subunidad:; es la que distingue a los subtipos
de canales y la que contiene al po(B) Estructura detallada de la subunidag y las subunidades
regulatorias. La subunidad; a su vez esta formada por cuatro dominios. En eadade ellos hay un
sensor de voltaje, S4C) En la figura se esquematiza el cambio conformaadidel canal para pasar

del estaddi) cerrado a(ii) abierto.

Las células cromafines sometidas a despolarizaciones sucesivas desde el valor de
reposo de la membrana, de -80 mV, hasta potenciales mas positivos en forma creciente,
muestran primero un aumento en las corrientes de Ca®* a partir del umbral de activacion que
llega a un méximo en aproximadamente +10 mV, en donde la mayoria de los canales estan
abiertos. Si se aumenta aun mas el potencial, la corriente disminuye, porque ain cuando la
probabilidad de apertura aumenta, la fuerza impulsora de los iones de Ca* se hace
pequefia cuando V,, se va acercando al potencial de reposo para el calcio, Ec,>* (Hille,
2001). Una curva que representa el pico de la corriente en funcién del voltaje aplicado en la
despolarizacion (curva IV) obtenida experimentalmente en nuestro laboratorio se muestra en

la figura 1.5.
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Figura 1.5 - Dependencia de la corriente de aon el voltaje en células cromafines de raton. En
esta figura se muestra una curva de la iCméaxima en funcién del potencial aplicado durarae |
despolarizacion. Esta curva se obtuvo experimergaten mediante la aplicacion de pulsos
despolarizantes desde el valor del potencial deihglo mantenimiento (—80 mV) hasta los valores de

potencial deseados, los cuales estan expresadiasadrscisa del grafico.

Se han identificado distintos tipos de CCDV que difieren en sus propiedades biofisicas y
farmacologicas. En principio se distinguieron dos grupos: los que necesitan de una
despolarizacion por voltajes altos para ser activados (HVA, high voltage activated), y un
segundo grupo que se activa por voltajes bajos (LVA, low voltage activated). El hallazgo de
toxinas y/o farmacos especificos que bloquean los canales de Ca* permiti6 una mejor
categorizacion de los mismos. Dentro de los canales HVA se pueden distinguir los subtipos:
N, P/Q, Ry L. La corriente tipo N es bloqueada irreversiblemente por el péptido llamado w-
conotoxina-GVIA, proveniente de un caracol marino Conus geographicus (Kerr y Yoshikami
1984; Olivera y col. 1985; Kasai y col. 1987; McCleskey y col. 1987). Las corrientes tipo P/Q
son bloqueadas con alta especificidad por un componente peptidico del veneno de arafia
Agenelopsis aperta conocido como w-agatoxina-IVA (Mintz 1994), mientras que las de tipo
R, por la toxina peptidica SNX-482, aislada del veneno de la tarantula africana Hysterocrates
gigas (Newcomb y col. 1998). Finalmente, las corrientes denominadas de tipo L son
sensibles a las dihidropiridinas (ver Tabla 1.1) (Davies y Zamponi, 2008; Garcia y col.,
2006). Los canales del tipo LVA son los llamados de tipo T, estos canales no se expresan
normalmente en células cromafines en cultivo, pero se demostr6 que el subtipo a;4 puede
ser reclutado por incubaciones prolongadas en AMP ciclico, o a consecuencia de una
estimulacion B adrenérgica (Novara y col., 2004), o por exposicion a hipoxia (Carbone y col.,

2006; del Toro y col., 2003; Carbone y col., 2007). Los nuevos canales que se reclutan
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contribuyen a bajar el umbral de excitabilidad y de secrecién de catecolaminas (Novara y
col., 2004; Giancippoli y col., 2006). Farmacolégicamente, los canales tipo T son mas
sensibles al bloqueante inorganico Ni** que a Cd*" (Fox, 1987). También se demostré que

pueden ser bloqueados por mibefradil (Mishra y Hermsmeyer, 1994).

Tipo de
Corriente  Subunidad  Activacion Distribucion Farmacologia
Cay1.1 Uyg Musculo esqueletico
Cay1.2 Uy Celulas cromafines, SNC, musculo cardiaco, celulas endocrinas
L Dihidropiridinas
Ca,13 dyp Células cromafines, SNC, pancreas, rifion, coclea, oido
Cay 1.4 oyp HVA Retina
@ Cay2.1 Wyn Células cromafines, dendritas, terminales nerviosas w-agatoxina-IVA
N Cay22 g Células cromafines, dendritas, terminales nerviosas w-conotoxina-GIVA
R Cay23 g Celulas cromafines, dendritas, terminales nerviosas, cuerpos celulares SNX-482
Ca,3.1 g SNC
T Cagd2 (o LVA Células cromafines®, neuronas, musculo cardiaco Mibefradil
Ca,3.3 (von SNC

Tabla 1.1 -Nomenclatura, distribucién y farmacologia de lostiditos canales de Gadependientes
del voltaje. Los canales tipo T son activados ptaje bajos (VA), mientras que el resto de los que
se clasifican en la tabla son activados por vokagdtos HVA). Los subtipos de canales detectados
en las células cromafines son los P/Q, L, Ny RL{s canales T no se expresan normalmente en
células en cultivo, pero son reclutados en condiesoespecificas de estimulacion. Esta figura fue

modificada de Davies y Zamponi, 2008; Garcia y, @)06.

1.2.2 Fuentes intracelulares de calcio

Las células cromafines poseen varios compartimientos intracelulares capaces de
acumular Ca®" en su interior. Entre estos tenemos al RE, a la mitocondria, y a las mismas
vesiculas secretorias. La mitocondria en condiciones fisiolégicas, como discutiremos mas
adelante, no es capaz de acumular Ca** en forma significativa, y de hecho la concentracion
de Ca* libre intramitocondrial es levemente més alta que la citosélica (Gunter y col., 1994).

Por lo tanto esta organela no funciona como una fuente de liberacion de Ca** (Gunter y col.,
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1994). Por lo tanto en este capitulo analizaremos fundamentalmente sélo al RE y a las

vesiculas.

El RE posee una gran capacidad de acumular Ca** por la existencia de una bomba,
llamada calcio ATPasa del reticulo sarco-endoplasmico o SERCA (Mathiasen y col., 1993).
Esta se localiza en la membrana de dicha organela y transporta el Ca** desde el citosol,
contra—gradiente, y con gasto de la energia de enlace del ATP, acumulandolo en el lumen
del RE. La presencia de dicha bomba permite la formacién de un importante gradiente de
Ca’* entre el lumen del RE y el citosol ya que la concentracion de Ca®* basal en ambos
compartimentos es del orden de ~500 pM (Montero y col., 1994) y ~100 nM (Meldolesi y
Pozzan, 1998) respectivamente, lo que habilita a esta organela a ser una potencial fuente de
este cation. El RE participa de las sefiales de Ca”** en innumerables tipos celulares, jugando
un rol central en la homeostasis del Ca?* citosélico (Endo y col., 1970; Fabiato, 1983; Rigual
y col., 2002). ElI RE posee canales ligando activables que son regulados por mensajeros
intracelulares especificos, que permiten la liberacién de Ca?" al citosol (Berridge, 1993;
Berridge, 1997; Inue y col., 2003). Existen dos tipos de canales activados por ligando, los
llamados canales activables por inositol 1,4,5-trifosfato o IP; (IPsR), cuyo principal activador
es IP5;, aunque también son regulables por Ca?*; y los receptores de rianodina (RyR). Estos
dltimos son activados fundamentalmente por Ca®', a concentraciones menores que las
necesarias para activar al IP;R. En consecuencia, un aumento del Ca?* citosélico provocado
por la activacion de CCDV puede activar por si solo a los RyR, conduciendo a la salida de
dicho catién desde el RE, y contribuyendo por lo tanto a un aumento adn mayor del Ca**
citosolico. Es decir que actia como un mecanismo de amplificacion de la sefial de Ca?".
Este fendmeno, llamado liberacion de calcio inducida por calcio, ha sido observado por
primera vez en células musculares esqueléticas (Endo y col., 1970), aunque constituye la
fuente principal de Ca®* en células cardiacas (Fabiato, 1983). En estos modelos
experimentales el subtipo L de canales de calcio tiene un rol preponderante en la activacion

de estos receptores debido a un intimo acople espacial entre las dos proteinas.

Otra posible fuente de Ca*" son las mismas vesiculas secretorias. La [Ca*] en las
vesiculas secretorias es de ~40 mM (Winkler y Gestead, 1980, Hutton, 1989). La mayoria de
este Ca®" est4 asociado a la matriz vesicular (cromograninas) y sélo el 10% esta libre dentro
de la vesicula. La acumulacién del Ca®* se produce a través de una ATPasa sensible a
tapsigargina (Santo Domingo y col., 2008) y la liberacion desde las vesiculas se observo, en

células permeabilizadas, con el agregado de IP; y cafeina (Huh y col.,, 2005). Algunos
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autores sostienen la posibilidad de que el Ca?*" intravesicular pudiera contribuir a su propia
liberacion (Santo Domingo y col., 2008), sin embargo la relevancia fisiolégica de este Ca**

en la exocitosis no ha sido establecido en la bibliografia.

1.2.3 Sistemas de remocion y regulacion del calitosolico

Durante el reposo, el Ca?* celular se encuentra acumulado a altas concentraciones en el
RE, y es bajo en el citosol. La mitocondria, por otro lado, si bien tiene la capacidad de
acumular altas concentraciones de Ca?*, en condiciones normales sélo alcanzaria valores
un poco mas altos que los citosdlicos (Gunter y Pfeiffer, 1990). Frente a un aumento del
Ca?* citosélico por la entrada de Ca** desde las distintas fuentes, la célula debe volver a las
condiciones basales (Alvarez J y col., 1999). Las células cromafines poseen diversos

mecanismos encargados de remover el Ca** del citosol.

La remocion de Ca* a través de la membrana plasméatica se debe a la operacion
conjunta de una Ca*-ATPasa (estequiometria 1 Ca®* / ATP) y del intercambiador
3Na‘/1Ca** (Herrington y col., 1996; Pan y Kao, 1997). Estos dos mecanismos funcionando
simultaneamente son capaces de disminuir la [Ca®'] citosolico a una velocidad méaxima de

~0,2 uM/s en células cromafines de rata a 27<C (Park y col., 1996).

De la tres isoformas de la Ca* ATPasa del RE gue existen, en las células cromafines se
detectaron dos isoformas de pesos moleculares 116 y 100 kDa que corresponden a los
subtipos SERCA 2b y SERCA 3 (Poulsen y col.,, 1995). Estas ATPasas posee una
estequiometria de 2 Ca?* removidos por ATP hidrolizado (Villalobos y col., 2002), y presenta

una velocidad maxima de remocién de Ca®* ubicada en un rango entre 1y 1,5 pM/seg.

En la mitocondria, el Ca?* es captado a través de un mecanismo de transportador
uniporter, que es un sistema de baja afinidad pero de alta capacidad (Gunter y Pfeiffer,
1990). La acumulacién del Ca?* en esta organela se debe a la fuerza impulsora generada
por el potencial de membrana de la mitocondria entre —150 y =180 mV, que puede en ciertas
condiciones particulares en general patologicas, promover una importante acumulacion de
Ca?" en la mitocondria, llegando a valores de 5-6 6rdenes de magnitud sobre el valor de
reposo (Bernardi P., 1999). Este mecanismo de extraccion de Ca* citosélico se observé

tanto en células cromafines de rata (Babcock y col., 1997) como de vacas (Xu T y col.,
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1997). La velocidad maxima de extraccién se calculé en ~160 uM/seg (Villalobos y col.,
2002). La liberacion del Ca?" acumulado en la mitocondria se produce a través de un
intercambiador de Na'/Ca® (Gunter TE y Pfeiffer DR, 1990; Gunter y col., 1994). La
participacion de la mitocondria en el metabolismo del Ca** celular no es sélo importante en
la regulacion del Ca®* citosdlico ademés los cambios transitorios en la [Ca®]
intramitocondrial participan en la regulacion fina de la respiracién (Gunter y col., 1994). Por
otro lado, frente a un aumento importante y sostenido del Ca?" citosolico, el aumento
consecuente del Ca** intramitocondrial es parte del proceso que desencadena la apoptosis 0

la muerte celular programada (Gunter y col., 1994; Duchen, 2000).

Finalmente, se debe mencionar que las células cromafines poseen buffers enddégenos de
Ca?*, tanto fijos como moviles, que cumplen una funcién muy importante tanto en la
regulacién de la intensidad como en la distribucién espacial y temporal de las sefiales de
Ca?* (O'Sullivan y col., 1989; Zhou y col., 1993; Xu y col., 1997; Marengo y Monck, 2000).
Durante la activacién de los canales de Ca** se genera un aumento en la concentracion de
Ca?* cercano a la membrana plasmatica que puede alcanzar concentraciones entre 10 pM y
100 uM (Augustine y Neher, 1992; Neher, 1998) que puede ser detectado por mediciones de
Ca?* fluorescentes (Neher y Augustine, 1992; Marengo y Monck, 2000). La difusién de Ca?*
hacia el citosol y la presencia de buffers aceleran la disipacién del gradiente de Ca*

restringiéndolo en tiempo y en espacio (Neher, 1998).

Zhou y Neher (1993) midieron la capacidad de buffers endégenos para ligarse al Ca** en
las células cromafines mediante el agregado de un sensor fluorescente del Ca?* intracelular
(Fura2) en la configuracion de patch perforado. En esta configuracion se producen
pequefios agujeros en la membrana que no permiten la pérdida de las proteinas solubles
(Horn y Marty, 1988). En la transicion a la configuracion whole cell se observé una
disminucion de entre un 20-50% en la capacidad del buffers después de 2-5 minutos
indicando la pérdida de buffers moviles solubles en el rango de 7-20 kDa. Los buffers
remanentes, muy poco solubles o fijos, mostraron una capacidad de entre 40-90 con una
afinidad (Ky) de 100 uM (Agustine y Neher, 1992; Zhou y Neher, 1993). En otro trabajo en el
que se utilizaron imagenes de laser pulsado y un modelo que incorpora la difusion del Ca*" y
el ligado a los buffers intracelulares para simular los gradientes de Ca?*, mostraron que el
valor de la afinidad del buffer fijo endégeno pueden ser mucho mas baja, con un valor de 1
UM y una capacidad de 1000 (Marengo y Monk, 2000). A partir de las mediciones

experimentales de las propiedades para el buffer endégeno fijo se propusieron algunas
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proteinas candidatas. Entre las proteinas propuestas estan la calmodulina y la calbindina,
ambas proteinas fueron identificadas en las células cromafines (Buffa y col., 1989; Hikita y
col., 1984). La calmodulina es una proteina que se encuentra en todas las células
eucariotas. Esta proteina tiene dos sitios de baja afinidad por el Ca** con K4 entre 10-100
MM (Weinstein y Mehler, 1994). En cuanto a la calbindina existen dos tipos diferenciadas por
su peso molecular, la calbindin-D28K y la calbindina-D9K. La calbindina-D9K tiene un Ky de
10 pM (Forsen Sy col., 1988; Linse y col., 1991) y la calbindina-D28K tiene un K por el Ca*
de 0,5 uM (Bredderman y Wasserman, 1974).

1.2.4 Caracteristicas espaciales y temporales des&diales de calcio

Todos los elementos descriptos (canales, compartimientos intracelulares, buffers,
sistemas de remocion) modulan la sefial transitoria de la [Ca®'] citosélico. Sin embargo,
como ya habiamos mencionado previamente, la sefial relevante de Ca*" para la exocitosis
es la que ocurre proxima a la membrana plasmatica, que se produce gracias a la activacion
de los CCDV, y es modulada por los buffers presentes en el citosol (Marengo y Monck
2000). Usando sensores fluorescentes de Ca?* iluminados por un laser pulsado en células
cromafines bovinas, se ha observado que los gradientes de Ca** se manifiestan
rapidamente (<5 mseg) después de una despolarizacidén breve y se disipan en varios mseg
después de la repolarizacion (Monck y col., 1994; Marengo y Monck, 2000). Resultados
similares fueron obtenidos en células bovinas y de ratén usando la técnica de microscopia
de escaneo lineal (Alés y col., 2005). La distribucién del Ca* puede ser simplemente
explicada por la entrada de Ca*, el ligado a buffers y la difusion de Ca®* y buffers (Marengo
y Monck, 2000; Marengo y Monck 2003). La comparacion de la cantidad total de Ca®* que
ingresa al citosol, medida por la integral de la corriente de Ca®*, con el cambio de la [Ca®],
obtenida del promedio espacial de la fluorescencia, muestra que la mayoria del Ca®* no esta
disponible en el citosol en su forma libre. De hecho sélo el 0,1% del Ca** que ingresa a la
célula esté libre en el citosol, y la mayoria del Ca®* esta ligado a los buffers citosélicos. Los
gradientes de Ca”" inducidos por despolarizaciones breves (50 mseg) no reciben
contribucion de la liberacion de Ca®* desde el RE (ya sea inducida por Ca* o por IP3)
(Marengo y Monck, 2003). Mas aun, la inhibicién farmacoldgica de los transportadores de
Ca?" activos de la mitocondria y en el RE, o la supresién del intercambiador de Na*/Ca?*, no
producen efectos en los cambios de la [Ca?'] o en la velocidad de disipacién (Marengo y

Monck, 2000), sugiriendo que los buffers de Ca?* endégenos pasivos son los responsables
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de la lenta redistribucion del Ca?. Resultados similares se observaron frente a una
estimulacion de trenes de PA a baja frecuencia, en los cuales los mecanismos que
determinan la forma de la sefial de [Ca?"] citosélico son principalmente, la corriente de Ca?* ,
la velocidad de difusion del Ca* y el ligado del catién a los buffers citosélicos (Vega y col.,
1995; Villalobos y col., 1992).

Después de la disipacion del gradiente de Ca?*, la concentracion de Ca** permanece
uniformemente elevada y luego retorna lentamente a su valor basal (Marengo y Monck,
2003). Este proceso se lleva a cabo por sistemas de trasporte en los cuales la mitocondria
parece tener un papel importante en las células cromafines, ademas también habria
participacion de la ATPasa del RE, el intercambiador de Na‘/Ca®* y de la bomba de la
membrana plasmatica (Herrington y col., 1996; Ales y col., 2005; Villalobos y col., 2002;
Marengo, 2005; Marengo y Monck, 2003; Pan y Kao, 1997; Xu y col., 1997; Tang y col.,
2000). En particular, es sabido que la inhibicién de la mitocondria y del intercambiador de
Na‘/Ca?" prolonga marcadamente el transitorio de Ca®" y en consecuencia provoca un

aumento en la secrecion (Tang y col., 2000; Ales y col., 2005).

Es esperable que la sefial de Ca** préxima a la membrana producida por la apertura de
CCDV no sea uniforme. La entrada de Ca?®" por los canales es naturalmente discontinua
espacialmente, y se espera que se forme micro o nanodominios de [Ca®'] altas alrededor de
los canales de Ca®'. Esto es particularmente importante, porque las vesiculas secretorias
pueden distribuirse mas cerca o mas lejos de los sitios de entradas de Ca?, y en
consecuencia tienen diferente probabilidad de liberacion. Estudios de modelado predijeron
gue las concentraciones micromolares se producen en las zonas adyacentes de los canales
de Ca*" (Simon y Llinas, 1985), y la concentracion de Ca** alcanza los niveles de reposo a
por lo menos 300 nm de la boca del canal (Chad y Eckert, 1984). Hay evidencias
experimentales que avalan esta hipétesis. Usando la técnica de laser pulsada Monck y
colaboradores (1994) midieron la generacion de hotspots de Ca** en la periferia de la célula
en respuesta a pulsos despolarizantes (Monck y col., 1994). Ademas en experimentos
combinando la técnica de imagenes por laser pulsado con amperometria se lograron
mapear los sitios de entrada de Ca”" y exocitosis simultaneamente. Estos experimentos
confirmaron la presencia de hotspots de Ca?* provocados por despolarizaciones de corta
duracién, los cuales colocalizaron con los sitios de liberacion de adrenalina (Robinson y col.,
1995; Monck y col., 1994).Usando microscopia de campo evanescente para medir la [Ca?']

cercano a la membrana, Becherer y col.,, (Becherer y col.,, 2003) pudieron medir un
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microdominio Unico asociado a la activacion de CCDV. Estos microdominios estan
localizados en una capa fina a 200 nm de la membrana plasmatica, una regiéon donde se

localizan las vesiculas ancladas.

Figura 1.6 - En la figura se muestran los mecanismos involucsaglola formacion y regulacion de
la sefial de C&. En resumen, el Gaque ingresa por los CCDV es el responsable fundéahde la
exocitosis de las vesiculas secretorias. Este mi3gib puede potencialmente inducir la liberacion
de C&" por los RyR del RE. La liberacion desde el RE tdmpuede producirse por los R. Los
sistemas de remocion del calcio citosolico sonmiitocondria que capta este cation por el uniporter
(U), los mecanismos de extrusion a través de labmema plasmatica, que se deben a la operacion
conjunta de una Ca-ATPasa y del intercambiador de Ma&a’*, y finalmente la Cd ATPasa del
RE. Finalmente los buffers en el citosol regularing@nsidad y la extensién de la sefial d&'Ca

(Figura adaptada de Garcia y col., 2006).

Esta vision es dificil de reconciliar con la funcién fisiologica de estas células (Lagnado y
col., 2010), que liberan hormonas al torrente sanguineo. Mientras que en las sinapsis las
vesiculas se fusionan muy rapidamente a < 1 mseg después de la apertura del canal en

respuesta de un PA (Robitaille y col., 1990; Cohen y col., 1991), en las células
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neuroenddcrinas la fusion puede llegar a ser 100 veces mas lenta (Almers, 1990; Wu M. y
Llobet A., 1994; Zhou y Misler, 1995). Sin embargo, como veremos a lo largo de esta tesis,
las células cromafines poseen grupos de vesiculas altamente acopladas al estimulo que se

liberan muy rapidamente.

1.3 Exocitosis en células cromafines

La exocitosis es el proceso de fusién de una vesicula lipidica intracelular a la membrana
plasmatica, que puede involucrar la secrecidn al espacio extracelular de diferentes tipos de
moléculas contenidas en dichas vesiculas. Este proceso esté presente, en todas las células
eucariotas y se genera a través de mecanismos muy conservados. Todas las células
presentan una exocitosis de tipo constitutiva, que forma parte del normal reciclado de lipidos
y proteinas entre la membrana plasmatica y el interior de la célula. Esta exocitosis
constitutiva es activa a los bajos niveles de Ca®" del citosol en la célula en reposo (Jahn y
col., 2003, Sorensen, 2004). Por otro lado, la secrecion de mensajeros quimicos como
neurotransmisores u hormonas, que se observa tanto en terminales nerviosas como en
células endocrinas y neuroendocrinas, depende en cambio de una exocitosis finamente
regulada por la concentracion del Ca*" citosélico, el cual debe superar ciertos valores
criticos para activarla. Por lo tanto, para disparar este mecanismo es necesaria la elevacion
del Ca®" intracelular, la cual se produce fundamentalmente como consecuencia de la
apertura de los CCDV, fisiologicamente activados ante la propagacion de PA (Augustine y
Neher, 1992). Si bien las exocitosis constitutiva y la regulada por Ca?* cumplen funciones
distintas, los pasos que deben cumplir las vesiculas antes de fusionarse son los mismos en

ambos casos.

El primer paso que se debe cumplir para que una vesicula pueda fusionarse es el docking
0 anclado, en el cual las vesiculas se aproximan a la membrana plasmatica estableciendo
algun tipo de contacto con ésta. La definicion de este proceso presenta contradicciones en
la literatura, ya que algunos autores aplican definiciones morfolégicas, y otros definiciones a
nivel molecular. Las primeras se basan en estudios de microscopia electrdnica y se refieren
a las vesiculas que se encuentran proximas a la membrana plasmética, a una distancia
inferior a 200 nm (Ashery y col., 2000). Sin embargo, dado que las células cromafines

poseen una enorme cantidad de vesiculas, pareceria que esta definicion es muy poco
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precisa e involucraria una poblacion muy heterogénea de vesiculas. Otros autores definen
gue las vesiculas ancladas son aquellas en las que ciertas proteinas vesiculares interacttan
con otras de la membrana plasmatica, aunque no existe consenso sobre cudéles serian
dichas proteinas. En algunos trabajos se postul6 que la sinaptotagmina, la sintaxina y la
neurexinal intervendrian en el anclado (Pevsner y col., 1994). Mientras que trabajos més
recientes, utilizando ratones transgénicos, aportaron evidencias que sugieren que la Munc
18 y la sintaxina serian también firmes candidatos para este proceso (Sorensen y col., 2003;
Borisovska y col., 2005) (Figura 1.7). De hecho, la delecion de Muncl18 induce una gran
reduccion del numero de vesiculas ancladas a la membrana y una pérdida total en la
secrecion en células cromafines (Voets y col., 2001a) y en células de la hipdfisis (Korteweg y
col., 2005). Otras proteinas que estarian involucradas en el anclado de las vesiculas a la
membrana son la Rab3 y la proteina RIM (Rab3-interacting molecule) (Sudhoff, 2004). Las
proteinas Rabs son pequefias GTPasas que se ligan a la membrana de las vesiculas
secretorias mediante grupos hidrofébicos ubicados en el C terminal. La Rab3 se expresa en
el cerebro, asociada a vesiculas sinapticas (Schluter y col., 2002) y en las vesiculas
secretorias de las células cromafines (Lin y col.,, 1997). La proteina Rab3A, en su forma
unida a GTP se inserta en la membrana vesicular y reconoce a la proteina RIM en la
membrana plasmética (Jahn y col. 2003; Dulubova y col., 2005; Schoch y Gundelfinger
2006). En particular, en células cromafines, se reporté que Rab3 promueve el anclado de las

vesiculas a la membrana plasmatica (Van Weering, y col., 2007).

Luego del anclaje, las vesiculas secretorias deben atravesar un proceso de activacion (o
priming) (Figura 1.7). En este proceso las vesiculas ya ancladas adquieren la capacidad de
fusionarse frente a una sefial de Ca** apropiada. El priming es un proceso complejo que
involucraria varios pasos, y que segun el consenso general requiere ATP (Holz y col., 1989;
Xu y col., 1998). Este proceso lleva finalmente a formacién/maduracion del complejo SNARE
(por soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptors), que es el
complejo proteico involucrado en la fusion. La formacion del complejo SNARE implica la
interaccion entre proteinas de la membrana plasmatica (t-SNARE) y de la membrana
vesicular (v-SNARE) (Jahn y Sudhof 1999; Brunger 2001; Chen y Scheller 2001; Bruns y
Jahn, 2002; Rizo y Sudhof, 2002; Fasshauer, 2003). En sinapsis y en células
neuroendocrinas, el v-SNARE es la synaptobrevina, la cual forma un complejo estable con
las t-SNAREs, SNAP-25 y sintaxina, que se ubican en la membrana plasmatica. La

cristalizacion del complejo SNARE revel6 la existencia de cuatro a hélices, una de sintaxina,

24



Introduccién

una de sinaptobrevina y dos de SNAP-25 (Sutton y col.,, 1998) (Figura 1.8). Diversas
proteinas accesorias estan involucradas en la regulacion, reciclado, y/o formacion del
complejo SNARE, como NSF, SNAP, Munc13, Muncl8 y otras.

Una de las primeras etapas del priming consiste en el reciclado de los complejos SNARE
gue han sido ya utilizados. Este es un proceso dependiente de ATP en el que intervienen las
proteinas NSF y SNAP. La NSF es una chaperona que utilizando la energia de hidrdlisis del
ATP y utilizando a SNAP como cofactor catalizaria el proceso que promueve el desarmado
de los complejos SNARE que quedan en conformacion CIS (en el mismo lado de la
membrana plasmatica) luego de un proceso de exocitosis previo. Esto permitiria la
reutilizacion de las proteinas SNARE en un nuevo proceso de fusion (Sollner y col., 1993;
Kibble y col., 1996). Luego de este proceso ATP dependiente, intervienen en la activacion
otros procesos en los que participaria el Ca?*, Munc18, Munc13 y otras proteinas (Sorensen
y col., 2003; Borisovska y col., 2005). Por mencionar un ejemplo se postula que muncl3
favoreceria el paso de la sintaxina desde una conformacion cerrada a una abierta, necesaria

para la formacion del complejo SNARE (Sassa y col., 1999).

Durante la activacion o priming ocurren diversos eventos que conducen finalmente a la
ubicacién y alineacion de las proteinas del complejo SNARE, favoreciendo la interaccion de
los componentes entre si. El complejo asi formado sufre un proceso activo desde el punto de
vista energético llamado zippering, el cual conduce a la formacién de un estado coil coiled
entre las distintas alfa hélice que forman el SNARE, empezando desde el N terminal y
terminando en el C terminal (Borisovska y col., 2005, Sorensen y col., 2006). Esto lleva a la
aproximacion de una membrana con la otra (Figura 1.7), reduciendo asi la energia de
activacion necesaria para la fusion, que es de por si un proceso espontaneo (Jahn y col.,
2003). La aproximacion intima de las membranas aumenta marcadamente la probabilidad de
fusién entre ambas llevando a formacién de un poro de fusioén (Xue Han y col., 2004), que se
establece entre los medios extracelular e intracelular. Este proceso se realiza en dos pasos:
primero las membranas se aproximan, venciendo las fuerzas electroestéticas y luego se
desestabilizan las porciones hidrofilica e hidrofébica de la bicapa lipidica. Todas estas
transiciones estan gobernadas por fuerzas que minimizan la exposicién de superficies no

polares al medio acuoso (Kozlov y Markin, 1983; Chernomordik y col., 1987).
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Figura 1.7 - Diagrama modificado de Becherer y Rettig, 200@leque se representan los pasos de la
exocitosis y las distintas proteinas involucradasada paso. En el anclado, la vesicula se posicion
préxima a la membrana debido al efecto de inter@uwes proteicas, entre las cuales estarian
involucradas la GTPasa Rab3, RIM, Munc 18 y simaxiEn la activacion, las vesiculas
experimentan una serie de procesos que las prepara ser exocitadas frente a una sefial dé*Ca
apropiada. En esta etapa ocurririan una serie dacmones que contribuyen a la activacién de las
proteinas v-SNARE (sinaptobrevina) y las proteitd8NARE (SNAP 25 y sintaxina), y a la
consecuente alineacion de las mismas. En la exigiteegulada, ante el incremento de la
concentracion citosolica de calcio, en este cadudiea la entrada del cation a través de canales de
membrana, se produce un cambio conformacional epiateinas del complejo SNARE. Esto lleva a
que la interaccion entre las mismas pase de seil @éliuerte, conduciendo a la aposicion y

aproximacion de las membranas vesicular y plasradice finalmente generan del poro de fusion.

En el caso de la exocitosis regulada por Ca?*, los eventos de anclaje y activacién son
etapas necesarias para que las vesiculas alcancen el estado de maduracidn final para poder
estar preparadas para fusionarse. Sin embargo, la fusién vesicular ocurrira solamente con
alta probabilidad cuando el aumento citosélico de Ca?* supere cierto valor umbral (1-10 um)
en la region proxima a las vesiculas (Sugita, 2008). En estos casos particulares la fusion
requiere, ademas de la presencia de las proteinas SNARE, de la existencia de un sensor de

Ca”". Existe ya un alto grado de aceptacion que la familia de las sinaptotagminas es la que
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cumple esta funcién (Perin y col., 1990). En particular para la exocitosis rapida asociada a
terminales sinapticas (Geppert y col., 1994) y aparentemente también para las vesiculas
liberables de las células cromafines (Voets y col., 2001), el candidato es la sinaptotagmina-
1. En general, la sinaptotagmina es una proteina vesicular que posee cuatro sitios de union
a iones Ca*, que al ser ocupados por el i6n, llevan a la activacion de la proteina
favoreciendo la unién de esta a la sintaxina (Bennett y col., 1992) y a ciertos lipidos de la
cara interna del la membrana plasmética (Brose y col., 1992) (Figura 1.8). Esto, juntamente
con el zippering (Sutton y col., 1998) del complejo SNARE, llevaria a la formacién del poro
de fusion (Sugita, 2008). La finalizacion de este proceso conduce a la liberacion del
contenido vesicular, ya sea a la brecha sinéptica (en el caso de neuronas) o a la circulacion

sanguinea (en el caso de las células neuroenddcrinas).

Ca?t
B sinaptotagmina
Sinaptobrevina
50 sintaxina

SNAP-25

Figura 1.8 - Esquema del complejo SNARE. El complejo SNARE fest@do por la proteina
vesicular sinaptobrevina (v-SNARE) y dos proteilwslizadas en la membrana plasmatica, la
sintaxina y SNAP-25 (t-SNARE). La sintaxina y megtobrevina aportan sélo un segmento, mientras
que el SNAP-25 aporta dos. La sinaptotagmina espuoteina vesicular que funciona como sensor
de Ca®". Esta proteina se une a fosfolipidos de membrdasnpitica y a la sintaxina de forma

dependiente de Ga

Una vez abierto el poro de fusion la exocitosis puede seguir caminos diferentes. Estos
pueden llevar al colapso completo de la vesicula con la membrana plasmatica o0 a un
proceso de fusion transitoria (Figura 1.9). En el primer caso el poro de fusidon se expande

llevando a una integracion total de la membrana vesicular con la membrana plasmética. En
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cambio, en una fusién transitoria el poro de fusion permanece abierto durante un cierto
tiempo, y luego vuelve a cerrarse, llevando a que la vesicula se recupere en el mismo sitio
de fusion sin perder su identidad. A este proceso de exocitosis/endocitosis acopladas se la
denomina generalmente kiss and run. Sin embargo varios autores han definido diferentes
tipos de fusion transitoria de acuerdo al tiempo de apertura, conductividad y grado de
selectividad del poro, como es el kiss and run propiamente dicho, el stand alone foot y la

cavicapture (Cardenas y Marengo, 2010).

Kiss and run

Adrenalina

Colapso completo

Figura 1.9 - Representacion en la que se muestra la secuercivehtos del mecanismoldss and
runy colapso completo. Luego de la formacion del pieda vesicula puede recuperarse sin haber
perdido su identidad (kiss and run) o llegar alagmdo completo. Figura modificada de Chan y col.,
(2010).

1.4 La cinética de la respuesta secretoria y sucacon con los
grupos de vesiculas

Desde el momento en que es formada hasta que es liberada, una vesicula debe pasar
por muchas etapas, comenzando con la biogénesis de la vesicula en el Golgi, siguiendo con

su transporte por el citoesqueleto, luego su llenado con sustancias activas a través de
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transportadores especificos, su disociacion del citoesqueleto, el anclado fisico a la
membrana plasmatica y finalmente su activacion (Bittner y col., 1992; Neher E. y Zucker RS,
1993). Esta compleja secuencia de procesos hace gque en la célula cromafin se establezcan
pools vesiculares que se encuentran en distintas etapas de maduracion. Para evidenciar la
existencia de estos pools vesiculares es necesario en primer lugar disparar la exocitosis
celular con una concentracién homogénea de Ca®*, de modo que no se generen diferencias
de respuesta asociadas a la distribucion espacial de las vesiculas. En segundo lugar se
debe utilizar una técnica de registro de la exocitosis de alta resolucion temporal, que permita
diferenciar los pools maduros de los inmaduros. La técnica llamada flash photolysis de Ca**
enjaulado permite obtener una sefial de Ca** uniforme espacialmente. Esta técnica consiste
en ingresar un buffer de Ca** fotosensible al citoplasma con Ca** unido al mismo, y por un
pulso de luz modificar quimicamente a la molécula del buffer, que rapidamente disminuye
mucho su afinidad por este cation, y en consecuencia lo libera (Kaplan y Ellis Davies, 1988).
Por otro lado, la medicion de la capacitancia celular por medio de la técnica de patch clamp
en configuracion whole cell tiene la resolucidbn espacial necesaria para este tipo de

experimentos (Neher y Marty, 1982).

Los experimentos realizados con la técnica descripta en el parrafo previo en células
cromafines muestran la aparicibn de dos componentes claramente diferenciables
cinéticamente en el aumento registrado en la capacitancia celular: uno rapido que se
completa en menos de un segundo y al cual se lo denomina exocytotic burst, y otro lento y
sostenido que evoluciona por muchos segundos (Heinemann y col., 1994). Mientras que el
primero fue asociado a vesiculas preparadas para liberarse, que han ya experimentado el
anclado y la activacion, al segundo se lo considera la manifestacion cinética de un pool de
reserva (RP, reserve pool), compuesto por vesiculas inmaduras. El RP representa el pool
mas grande en las células cromafines que contiene entre 2000-5000 vesiculas (Sorensen,
2004; Heinemann y col., 1994). Se ha determinado que el RP se compone mayormente de
vesiculas no ancladas a la membrana y de una menor fraccion de vesiculas ya ancladas, a
la que se denomind UPP (unprime pool), es decir un grupo de vesiculas que ya se han
anclado pero que aun no se han activado ( Ashery y col., 2000). La existencia de este ultimo
pool se evidencié a partir de la comparacion del tamafio del pool de reserva, calculado por
mediciones de capacitancia, con el nUmero de vesiculas ancladas morfolégicamente a la

membrana plasmatica, observado por microscopia electronica (Ashery y col., 2000).
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Mediciones con mayor resolucién permitieron identificar dentro del exocytotic burst dos
componentes exponenciales, que se interpretaron como la existencia de dos grupos de
vesiculas con distintas cinéticas de liberacién. Uno rapido, al cual se llamé pool de vesiculas
preparadas para liberarse (RRP, ready releasable pool) y otro mas lento al que se denominé
SRP (slowly releasable pool) (Heinemann y col., 1994; Voets y col., 1999). Las diferencias a
nivel molecular entre las vesiculas que componen a estos dos grupos no ha sido resuelta
hasta el momento, pero se piensa que podrian responder a sensores de Ca*" diferentes
(Voets, 2000; Voets y col.,, 2001). Como el llenado del RRP se corresponde con un
vaciamiento del SRP (Voets y col., 1999), se piensa que estos dos grupos vesiculares se
ubicarian secuencialmente (Heinemman y col., 1994; Voets y col., 1999; Sorensen, 2004). El
tamafio del SRP y del RRP corresponden a ~130 -150 vesiculas cada uno (Voets y col.,
1999; Becherer y Rettig, 2006). Estos dos pools (SRP y RRP) serian rellenados desde el
pool de vesiculas ancladas pero no activadas, es decir el UPP. Pese a los importantes
avances que produjo la aplicacién de la técnica de flash photolysis de Ca** enjaulado para la
determinacion de pools vesiculares esta técnica no permite diferenciar a las vesiculas de
acuerdo a su distancia con la fuente de Ca*" fisiolégica. Podemos imaginar que
fisiologicamente hablando, dado que el Ca?* proviene de fuentes puntuales, este aspecto
puede ser muy importante en cuanto a la determinacion de diferencias en la probabilidad de
experimentar exocitosis entre las vesiculas ya maduras. Por ejemplo, se ha calculado que
las vesiculas mas cercanas a los canales de Ca*" deben experimentar necesariamente una
[Ca®] mucho més alta que las vesiculas distantes cuando dichos canales son activados
(Neher, 1998). Por lo tanto, tales vesiculas se deberian liberar mas rapidamente frente a un
estimulo adecuado. Cuando se indujo la liberacion del RRP por a un tren de
despolarizaciones cortas, o por despolarizaciones individuales de duracién creciente, se ha
logrado identificar un pool de vesiculas altamente acoplado al estimulo dentro del RRP. A
este pool se lo denominé pool inmediatamente liberable (IRP; immediately releasable pool)
(Horrigan y Bookman, 1994; Voets y col., 1999). Este pequefio grupo, con aproximadamente
20 vesiculas (~25% del RRP), tiene una tasa de liberacion 5 veces mayor que las del RRP
(Figura 1.10). Este pool de vesiculas es el objeto de estudio en esta tesis, y por lo tanto sera
descripto con mayor detalle en un capitulo posterior. Los distintos pools descriptos se
observan en la figura 1.10 (Heinemann y col., 1994; Smith y col., 1998; Voets y col., 1999;
Sorensen, 2004). Las reacciones descriptas en la figura con flechas pueden simbolizar tanto
una relocalizacion espacial de las vesiculas como un paso de maduracion que no implique

un traslado a nivel espacial.
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3 seg-! 30 seg-1 150 seg-1

Figura 1.10 - Diferentes pools de vesiculas identificados. Lesioulas pueden ser clasificadas en
distintos pools dependiendo de su estado de madarac su distribucion espacial. En los
experimentos de flash photolysis se observa quieadde la respuesta exocitética inicial, exocytotic
burst, hay dos conjuntos de vesiculas con distiaitaéticas. La respuesta mas rapida, se asocia al
RRP y la méas lenta al SRP. Dentro del primero dereficia un conjunto de vesiculas que se
encuentra mas acoplado al estimulo por su proxithidldos canales de &3 que se denomina IRP.
El pool UPP estd compuesto por las vesiculas amdagh la membrana pero que no han sido
activadas y por ultimo el RP por vesiculas inmadugae se encuentran alejadas de la membrana.
Adaptado de Ashery y col. (2000) y Voets y coRg1L9

1.5 EL IRP

El IRP fue descripto por primera vez por Horrigan y Bookman (1994) en cultivos de
células cromafines de rata (Tablal.2). Estos autores midieron los cambios de capacitancia
de la membrana celular en respuesta a despolarizaciones de corta duracion, entre 5y 100
mseg, y observaron que cuando la duracién del estimulo era menor de 30 mseg, la totalidad
de exocitosis ocurria durante la despolarizacion, y que finalizada esta, la capacitancia de la
membrana se mantenia estable. Por lo tanto, los autores postularon la existencia de un
pequefio pool de vesiculas, que se libera durante pulsos breves, en periodos de pocas
decenas de milisegundos. A partir de la medicion de los cambios de capacitancia producidos
por pulsos despolarizantes entre 5 y 100 mseg definieron un IRP de 34 fF (17 vesiculas),

cuya liberacion sigue un comportamiento cinético de primer orden, con una tasa inicial de
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680 fF/s y una constante de tiempo de 50 mseg. Los mismos autores demostraron que el
uso repetido de despolarizaciones mas largas o trenes evocaban la activacion de un
componente mas lento y mas grande de la exocitosis, que fue atribuida a la fusion del RRP,

el cual aparecia luego de un retardo y posteriormente a la liberacion de IRP.

Horrigan y Bookman (1994) propusieron dos posibilidades alternativas para explicar sus

resultados:

(1) IRP podria reflejar una poblacion de vesiculas que sea funcionalmente distinta de las

vesiculas secretorias que componen el RRP.

(2) IRP + el RRP representarian una poblacion homogénea de vesiculas con la misma
probabilidad de liberacién, pero diferenciadas por su proximidad a los canales de Ca**
(Figura 1.10).

En el dltimo caso, el IRP consistiria un subconjunto de vesiculas listas para liberarse que
se localizan cerca de los canales de Ca?*, y que por lo tanto detectarian una concentracion
de Ca* mayor que el resto del RRP. Esta Ultima posibilidad fue apoyada por resultados
obtenidos con la técnica flash photolysis de Ca®" enjaulado. En estos experimentos no se
observdé un componente cinético mas rapido que el correspondiente al RRP, como se
esperaria observar si las vesiculas del IRP constituyeran un grupo vesicular intrinsecamente
diferenciado de RRP con mayor probabilidad de fusionarse. A partir de estos experimentos
se concluy6é que frente a una sefial de Ca®* homogénea estas vesiculas tendrian igual
probabilidad de fusionarse que las del RRP, y por lo tanto estarian incluidas en este grupo.
Se postuld que debido a su mayor proximidad con los canales de Ca*, lograrian fusionarse
mas rapidamente cuando la exocitosis es disparada por la activacién de CCDV (Voets y col.,
1999; Ashery y col.,, 2000; Voets 2000; Sorensen 2004). Estas conclusiones se vieron
reforzadas por experimentos en los cuales la aplicacion de pulsos de despolarizacion
capaces de agotar el IRP inmediatamente antes del flash generaron una reduccion
equivalente en el componente rapido asociado al RRP (Voets y col., 1999), demostrando

qgue el IRP forma parte del RRP.

Las conclusiones delineadas arriba podrian verse cuestionadas por el hallazgo de un
pool altamente sensible al Ca** (que se libera por flashes de menor intensidad) llamado
HCSP (Highly Ca*-sensitive pool) (Yang y col., 2002). El HCSP es similar en tamafio al
IRP, y su liberacion es dos érdenes de magnitud mas rapida que la del RRP. Sin embargo,
esta hipotesis fue rechazada por los mismos autores, pues demostraron que el agotamiento

de HCSP no afect6 a la exocitosis de IRP (Yang y col., 2002).
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Preparacion IRP [fF] IRP/RRP (%) Referencias
Cromafines - rata- cultivo 33,9 10% Horrigan y Bookman, 1994
Cromafines -raton - rebanadas 42 - Moser y Neher, 1997
Cromafines-ratén - rebanadas 46 25% Voets y col., 1999
Cromafines - vacas - cultivo ~20 20% Yang y col., 2002
Cromafines — vacas - cultivo 16 11% Marengo, 2005
Cromafines - raton-rebanadas ~ 65 46% Chan y col., 2006
Cromafines — raton - cultivo 26 16% Alvarez y col., 2008
Células B - ratén - rebanadas 100 50% Barg y col., 2002
Células B — ratdn - rebanadas 20 10% Wan y col., 2004
Células B — ratén - rebanadas 16 8% Qian y col., 2006
Células B - raton - rebanadas 8 7% Merrinsand y Stuenkel, 2008

Tabla 1.2 -Estimacion del IRP en distintos tipos celularesrgparaciones. Tabla modificada de

Alvarez y Marengo, 2010.

El IRP fue observado en otras preparaciones de células neurosecretoras como las células
B del pancreas. Estas células se encuentran en los islotes de Langerhans, y sintetizan y
secretan insulina a la sangre (Barg, 2003) (Tabla 1.2). El tamafio estimado del IRP en
células B-pancredticas es variable debido a diferencias en el estimulo seleccionado para
medir este pool por diferentes autores (Barg y col., 2001; Ge y col., 2006). Sin embargo las
mediciones mas recientes indican que el IRP estaria formado por entre 4 y 10 vesiculas,
considerando 2 fF por vesicula. Este valor corresponde al ~10% del RRP total (Wan y col.,
2004; Ge y col., 2006; Merrins y Stuenkel, 2008). Valores similares para el IRP fueron
obtenidos en las células INS-1 de la rata (Yang y Gillis, 2004). El IRP también fue descripto
en las terminales nerviosas aisladas de neurohipdéfisis de rata, consistiendo de
aproximadamente 19 vesiculas liberadas con una constante de tiempo de 40 mseg

(Giovannucci y Stuenkel, 1997).
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El IRP de las células cromafines varia con el tipo de preparacion bioldgica utilizada. Se
demostré una menor eficiencia en el acoplamiento entre la activacién y la secrecién en las
células cromafines en cultivo en comparacién con las obtenidas en rebanadas de tejido (o
slices). Los resultados en slices presentaron una exocitosis mas prominente en respuesta a
despolarizaciones cortas que las células en cultivo (Moser y Neher 1997). Ademas, el grado
de co-localizacion entre los canales de Ca®* y las vesiculas resulté ser mayor en slices
(Lépez y col., 2007). Finalmente, mientras las células cromafines aisladas de rata y bovinas
revelaron una tasa de exocitésis para el IRP de aproximadamente 20 seg™ (Horrigan y
Bookman, 1994; Marengo, 2005), Voets y colaboradores (1999) estimaron un valor de 150

seg™ en rebanadas de glandulas suprarrenales de ratén.

Segun lo explicado mas arriba, la hipétesis aceptada hoy en dia postula que la exocitosis
rapida y altamente acoplada al estimulo que presenta IRP se debe a una proximidad
espacial entre las vesiculas y los CCDV. Esta hipétesis estd necesariamente asociada al
desarrollo de gradientes localizados de Ca?* alrededor de los canales durante
despolarizaciones de corta duracién (Llinas y col., 1992; Neher, 1998). Esta hipotesis esta
de acuerdo con que la tasa de aumento de capacitancia durante un pulso despolarizante de
100 mseg sea mucho mayor que la que se observa cuando se induce un aumento promedio
del Ca?* citosélico similar, pero provocado por didlisis de este cation desde la pipeta de
patch o por la liberacién del mismo desde compartimentos intracelulares (Augustine y Neher,
1992). Ademas, el agregado de un buffer rapido, BAPTA (1,2-bis (o-aminophenoxy) ethane-
N,N,N,N-tetraacetic acid) a una concentraciéon de 1 mM reduce fuertemente la exocitosis
rapida en comparacién con concentraciones equimolares de un buffer lento como EGTA
(Moser y Neher, 1997a).

En resumen, una despolarizacion de corta duracion activa CCDV en la membrana
plasmética y en consecuencia produce una entrada de Ca”" que genera gradientes locales
que rodean estos canales (Neher, 1998). Esta sefial localizada de Ca** produce la fusion del
pequefio grupo de vesiculas que forman el IRP. Por otra parte, un estimulo prolongado (o
mas intenso) genera una sefial mas extensa de Ca®" que también libera a las vesiculas
distantes del RRP (Figura 1.11).
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IRP

I It

Ca” Ca*

Figura 1.11 - Representacion de las vesiculas del IRP. Laswlesidel IRP estarian ubicadas en la
proximidad de los canales de Cdesfera a la izquierda), y por lo tanto estariarpeastas a una
concentracion de C4 alta (violeta oscuro) generando su liberacion a@spolarizaciones de corta
duracién. Las vesiculas ubicadas a distancias mesyatel canal de Ca (esfera a la derecha)
necesitan despolarizaciones mas prolongadas quergeruna mayor entrada de €gvioleta claro)

para poder ser liberadas. Figura inspirada en figue de Rettig y col. (1997).

La pregunta que surge es ¢(Coémo un numero discreto de vesiculas del RRP puede
ubicarse cerca de los canales de Ca** dando lugar al IRP? La posibilidad que las vesiculas
del RRP y los canales se distribuyan aleatoriamente en la membrana, y por lo tanto una
porcién de vesiculas se ubique cercana a los canales fue considerada por Chow y col.
(1994) y por Klingauf y Neher (1997). Alternativamente, podemos asumir que exista una
distribucion en las células cromafines en la cual las vesiculas del IRP se encuentren
acopladas espacialmente a los canales de Ca?*, mientras que el resto de las vesiculas del
RRP se encuentren alejadas de ellos. El primer esquema es obviamente mas simple que el
segundo, pues no asume ninguna interaccion especifica. Sin embargo, Segura y col. (2000),
usando las simulaciones probabilisticas tipo Monte Carlo, demostraron que una distribucién
al azar de vesiculas y de canales no explica la respuesta bifasica que se observa en
respuesta a un tren de despolarizaciones (Horrigan y Bookman 1994; Marengo, 2005). Este
comportamiento bifasico, en donde se observa una fase de liberacion rapida
fundamentalmente sincrénica a los estimulos y luego una respuesta menos acoplada
desfasada en el tiempo, puede ser modelado si se asume una distribucion no uniforme de
vesiculas y canales, donde un grupo de vesiculas son obligadas ubicarse a una distancia
media de 25 nm de los canales, mientras que el resto del RRP son ubicadas a mayor

distancia (Segura y col., 2000). Este resultado sugiere la existencia de una suerte de
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interacciéon entre las vesiculas del IRP y los canales de Ca*. Debemos ademés
preguntarnos si esta interaccién ocurre para un subtipo particular de canal, o no distingue
entre distintos subtipos. Estas preguntas son enfocadas en la seccidén siguiente y en el

capitulo 2.

1.6 Acople entre los canales de calcio y las vds&ecretorias

Todos los subtipos de CCDV mencionados en la seccion 1.2.1.1 pueden contribuir a la
liberacion de productos de secrecidn en células cromafines si se aplica un estimulo
adecuado. Se observé que frente a despolarizaciones largas los distintos subtipos participan
en la secrecion proporcionalmente a su contribucién a la corriente total (Kim y col., 1995;
Engisch y Nowycky, 1996; Lukyanetz y Neher, 1999; Aldea y col., 2002). Por lo tanto se
concluyé que la secrecién en ese caso estd determinada por la acumulacion de Ca*
citosolico sin importar el subtipo de canal de Ca* activado. Este tipo de estimulacion
relativamente fuerte, no sélo libera las vesiculas del IRP sino que también provoca la
liberacion de las demas vesiculas del RRP (Horrigan y Bookman 1994; Voets y col., 1999;
Alvarez y col., 2008).

Existen algunas evidencias de que el subtipo de canal R esta altamente acoplado a la
exocitosis en slices de médula adrenal en raton (Albillos y col., 2000). Sin embargo existen
mayor cantidad de evidencias que sugieren que seria el canal P/Q el que estd mayormente
acoplado con la exocitosis. Por ejemplo, Lara y col. (1998) mostraron que el grado de
inhibicion que produce el bloqueante del canal P/Q w-agatoxin-IVA es marcadamente mayor
a baja concentracion (0,5 mM) que a altas (5 mM) concentraciones de Ca** externo (Lara y
col., 1998). Otros autores encontraron en ratones KO para el canal P/Q, que si bien la
corriente de Ca®* en estas células era completamente compensada por una sobreexpresion
de canales tipo L, la eficiencia con que estas corrientes inducian exocitosis era
significativamente menor que en las células provenientes de ratones salvajes (Aldea y col.,
2002). Por ultimo, se observo en slices de la médula adrenal que la exocitosis inducida por

un PA era particularmente sensible a la aplicacion de w-agatoxin IVA (Chan y col., 2005b).

¢Pero como podria explicarse desde un punto de vista molecular la interaccion entre
tipos particulares de canales y vesiculas? En terminales nerviosas del sistema nervioso

central, se demostré que la subunidad a;, de los canales de calcio tipo N y P/Q posee una
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secuencia aminoacidica llamada synaptic protein interaction site (synprint), o en castellano,
sitio de interaccion de proteinas sindpticas, que esta ubicada en el loop intracelular entre los
dominios Il y 1l (Sheng y col., 1998) (Figura 1.12). Ha sido ampliamente comprobado que
synprint es capaz de interactuar con proteinas de la maquinaria exocitotica tales como
syntaxina, SNAP-25 y synaptotagmina (Rettig y col., 1996; Jarvis y Zamponi, 2005) y otras
proteinas sinapticas como la proteina CSP (cysteine string protein) y RIM (Davies y
Zamponi, 2008).

Tradicionalmente, se postula que la funcién de synprint es mantener un acople fisico
entre las vesiculas y los canales de Ca**, de modo de aumentar la eficiencia del proceso de
acople funcional estimulo-secrecion en los terminales sinapticos. Por ejemplo, la inyeccion
de synprint en el ganglio cervical simpatico (SCGNs) redujo al 42% la transmision sinaptica
(Mochida, 1996). Por otro lado, la inyeccidén del péptido synprint en neuronas de Xenopus

produjo una reduccion del 25% en la transmision sinaptica (Rettig y col., 1997).

Adicionalmente, también se postularon otras posibles funciones para synprint. Existen
datos que indican que la asociacion entre el synprint y las proteinas de la maquinaria
exocitética también regularia la actividad de los canales de Ca®** (Zhong y col., 1999;
Zamponi, 2003; Jarvies y Zamponi, 2005). Finalmente el sitio de interaccion, synprint
también estaria implicado en otros procesos, tales como la localizacién de los canales de
calcio de tipo P/Q en la membrana (Mochida y col., 2003; Jarvis y Zamponi, 2007) y la
endocitosis (Watanabe y col., 2010).
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Figura 1.12 -Ubicacion del sito de interaccion de proteinas piigas (synprint). Este sitio se ubica
entre en el loop entre los dominios Il — Ill. Costeesitio interactian proteinas tales como: CSP,

syntaxin 1, synaptotagmin 1, y SNAP-25. Figura fizaia de Zamponi (2003).
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Respecto a nuestro modelo experimental, existen algunos resultados previos que
sugieren que el synprint podria tener importancia en el acople estimulo-secrecion en células
cromafines. La presencia de diferentes variantes de splicing del sitio synprint en canales de
calcio de tipo P/Q fue identificada en células cromafines bovinas (Rajapaksha y col., 2008).
Ademas se demostré la co-immunoprecipitacion de la subunidad a;o con el complejo
SNARE usando anticuerpos monoclonales contra SNAP-25 (Andrés-Mateos y col., 2005).
Finalmente se observo que la subunidad a;, del canal P/Q y SNAP-25 co-localizan en la
membrana intacta de las células cromafines (Lépez y col.,, 2003; Andres-Mateos y col.,
2005). A partir de estos resultados podemos plantear como hipotesis que el synprint podria
mediar el acople entre las vesiculas del IRP y los canales P/Q, determinando asi la alta

eficiencia de liberacién de este grupo de vesiculas.

1.7 Endocitosis

La endocitosis es un proceso por el cual la membrana plasmatica es invaginada, y
mediante la fisiobn de dichas invaginaciones, conduce a la consecuente formacion de
corpusculos membranosos intracelulares (vesiculas o alternativamente cisternas o
vacuolas). Por medio de este proceso, la superficie de membrana agregada por la fusion de
las vesiculas durante la exocitosis es recuperada, devolviendo a las fracciones de
membrana plasmatica e intracelular a sus niveles originales. La internalizacion de la
membrana contribuye a recuperar los niveles estacionarios de los pools de vesiculas
deprimidos por la exocitosis y también a restaurar la distribucién de componentes proteicos
de las fracciones de membrana plasmatica e intracelular. De acuerdo a un criterio cinético,

la endocitosis puede clasificarse en lenta y rapida.

1.7.1 Endocitosis lenta

La endocitosis lenta es un proceso de internalizacion de membrana que se desarrolla en
un tiempo de aproximadamente ~15-30 minutos (Artalejo y col., 2002). Segun Artalejo y
colaboradores (Artalejo y col., 2002), este proceso corresponderia a la endocitosis clasica
dependiente de clatrina y seria dependiente de dinamina Il (Chan y Smith, 2003; Koval y

col., 2001). En la endocitosis dependiente de clatrina luego de que las vesiculas colapsan
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completamente con la membrana plasméatica por exocitosis, ésta es recuperada en otra
region de la membrana por invaginacion de vesiculas recubiertas de clatrina y otras
proteinas accesorias (Figura 1.3) (Smith y col., 2008). La endocitosis mediada por clatrina
no tiene forma de recuperar el nucleo proteico electrodenso de las vesiculas secretorias,
formado por cromogranina y otras proteinas. Por lo tanto este mecanismo endocitético
implica una recuperacion de las vesiculas secretorias muy lenta, ya que dicho proceso debe
necesariamente involucrar al sistema de Golgi (Maxfield y McGraw, 2004). Este mecanismo
es en general compensatorio, es decir que internaliza una cantidad de membrana

equivalente a la previamente exocitada (Artalejo y col., 2002).

1.7.2 Endocitosis rapida

La endocitosis rapida (Artalejo y col., 1995; Burgoyne, 1995, Nucifora y Fox, 1999;
Artalejo y col., 2002) se caracteriza por generar una reduccion veloz del registro de
capacitancia de membrana luego de una exocitosis. Este tipo de endocitosis se completa en
aproximadamente 20 seg y no es dependiente de clatrina, pero si es dependiente de GTP y
dinamina |. Ademas, hay datos recientes que sugieren que es activada preferentemente por

una entrada de Ca** desde los canales de tipo L (Rosa y col., 2007).

A partir los resultados, algunos autores proponen la existencia de dos modos de
internalizacion rapida de membrana aparentemente independientes (Smith y Neher, 1997;
Engisch y Nowycky, 1998). El primero, que podemos denominar endocitosis rapida
compensatoria, recupera una cantidad de membrana aproximadamente equivalente en area
a la fusionada por la exocitosis asociada. Este proceso de internalizacion decae
monoexponencialmente con una constante temporal que depende de la [Ca*] citosdlica,
gue va desde unos 20 seg aproximadamente cuando el estimulo es débil, hasta unos ~ 5
seg si la estimulacion es fuerte (Smith y Neher, 1997; Engisch y Nowycky, 1998). El
segundo tipo, denominado endocitosis en exceso, recupera una cantidad de membrana
mayor a la adicionada por exocitosis (Neher y Zucker, 1993; Thomas y col., 1994; Artalejo y
col., 1995) y ocurre de una manera “todo o nada” luego de una estimulacion fuerte (entrada
de Ca®* > 70 pC). En este Gltimo modo de endocitosis rapida no existe una clara relacion
entre su amplitud y la cantidad de membrana que se adiciona producto de la exocitosis
precedente. La internalizacién de la membrana producida durante la endocitosis en exceso

posee un componente inicial mucho mas rapido que el observado para la endocitosis
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compensatoria, y un segundo componente que es cinéticamente similar a la compensatoria
(t; = 600 mseg; t, = 6 seg). En la tabla 1.3 se resumen las caracteristicas cinéticas de las
distintas endocitosis.

Se ha descripto también un proceso de endocitosis rdpida compensatoria con tiempos
caracteristicos menores al segundo que ocurren luego de la aplicacion de estimulos que
simulan PA (Chan y Smith, 2001, Chan y Smith, 2003). Este tipo de endocitosis esta

presente a frecuencias bajas de PA y se inactiva a frecuencias altas (Chan y Smith, 2001).

Tipo de Endocitosis  Tiempos caracteristicos Técnica/referencia
Endocitosis lenta t12~15-30 min Inmunofluorescencia /Phillips 1983
10 min. Whole cell/Artalejo 2002

Endocitosis rapida

En exceso 1.~ 0,6 seg Y, ~ 6 seg Patch perforadtEngisch y Nowycky
(1998)
Compensatoria 1~ 5-20 seg Patch perforadtEngisch y Nowycky
(1998)
Compensatoria despué: T~ 560 mseg Patch perforado-patch Clamphan y
de AP Smith (2001)

Tabla 1.3 -Caracteristicas cinéticas de la endocitosis lewtagica) y rapida en células cromafines

Modificada de Cardenas y Marengo (2010).

Se puede ver que el panorama es bastante complejo, ya que existirian diversos procesos
de endocitosis rapida. De cualquier manera se han presentado evidencias de que al menos
parte de la endocitosis rapida podria explicarse a través de un mecanismo de internalizacion

de membrana luego de una fusién transitoria, al estilo kiss and run (Artalejo y col., 1998;
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Elhamdani y col., 2006) (Figura 1.3). Un mecanismo de este tipo permitiria un llenado rapido
del pool de vesiculas liberables luego de la exocitosis (Artalejo y col., 1998). El kiss and run
fue propuesto originalmente por Ceccarelli (1973) utilizando microscopia electrénica en
placa neuromuscular. Posteriormente fue estudiado en células cromafimes por otros autores
(Albillos y col., 1997; Alés y col., 1999) mediante una elegante combinacion de mediciones

de amperometria y capacitancia en patch con una resolucion de vesiculas Unicas.

07 —C>. 4,
Endosoma = T~ =

Golgi 7~—,, Endocitosis
f ; lenta
j \
=

Endocitosis
tipo bulk

Fusion
completa

2 &ngn Cavicapture
Figura 1.13 -Tipos de endocitosis y ciclado vesicular. Las wdagcdel pool de reserva (RP)
son traslocadas a la membrana. Una vez activadagntrada de calcio dispara la fusion,
gue puede ser transitoria, de tipo kiss and ruravi@apture, o una fusion completa. En este
altimo caso la membrana debera recuperarse a povitaclasica dependiente de clatrina
(Endocitosis lenta) o en ciertos casos particulaadsavés de una endocitosis de tipo “bulk”.
Las vesiculas endocitadas por la via clasica pierdgpidamente sus cubiertas de clatrina

(linea punteada roja) y son movilizadas hacia eoduwss y luego al Golgi.

1.8Ciclado vesicular, recuperacion y regulacion del IRP

El ciclado vesicular puede entenderse como un conjunto de eventos celulares que
involucran la generacion, movilizacién, maduracion, fusion y recuperacion de vesiculas
dentro de la célula. Estos eventos tienen diversas implicancias en la fisiologia celular como

el recambio constitutivo de membrana plasmética (Henkel y col., 2000), la incorporacion de
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sustancias desde el exterior asociadas por ejemplo, a transferrina o lipoproteinas (Galli y
Haucke, 2004), la incorporacion de proteinas sefalizadoras extracelulares como factores de
crecimiento (Bonifacino y Traub, 2003) o la excrecion y/o secrecion de compuestos
producidos dentro de la célula (Verdugo, 1990). Particularmente en células neurosecretoras
y neuronas, los procesos de reciclado vesicular son importantes para el mantenimiento de
los pools de vesiculas secretorias. Estos pools son deprimidos por la exocitosis y por lo
tanto, la endocitosis, el transporte y la maduracion de vesiculas aseguran la provision de
nuevas vesiculas competentes para la liberacion, y de esta forma garantizan la confiabilidad
de la transmisiéon de informacion de las células secretoras a las células blanco,

especialmente ante estimulaciones intensas o prolongadas.

En el capitulo anterior se mencionaron las diferentes vias endocitéticas que existen en las
células cromafines. Dado que las vesiculas recicladas se originan directa o indirectamente
de fracciones de la membrana internalizada, la endocitosis constituiria el primer paso del

ciclado vesicular.

Una vez que las vesiculas secretorias son generadas de novo desde el Golgi, deben
seguir una serie de pasos madurativos. Estos pasos madurativos han sido estudiados
utilizando la técnica de flash photolysis de Ca?" enjaulado combinada con mediciones de
capacitancia en ceélulas cromafines (Heinemann y col., 1993; Smith y col., 1998; Ashery y
col., 2000) tal como se explicd en la seccién 1.4. Este esquema de pasos secuenciales de
maduracion culmina en el RRP, compuesto por vesiculas que se liberan rapidamente frente
a una sefal elevada de Ca* en todo el citosol, como la inducida por flash photolysis.
Recordemos que el llenado de RRP se produce a expensas de las vesiculas de SRP, con el
cual se halla conectado en serie (Voets y col., 1999). Cuando se estudio el RRP a diferentes
concentraciones de Ca®" basal, se determind gue la transferencia de vesiculas desde SRP a
RRP en condiciones estacionarias puede ser explicada asumiendo una regulacion por Ca**
de la forma Michaelis-Menten (Smith y col., 1998; Voets, 2000). El rellenado del IRP
después de su depresion fue estudiado por Moser y Neher (1997) usando dos pulsos de 20
mseg separados por distintos intervalos de tiempo. Los resultados muestran que la
recuperacion del IRP puede ser ajustada con una simple exponencial con una constante de
tiempo de ~10 seg. Este valor es parecido al obtenido para la recuperacion del RRP (3-15
seq) (Moser y Neher 1997; Voets y col., 1999; Dinkelacker y col., 2000).
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La relacién entre el RRP y el IRP no se encuentra definida en la bibliografia. Es posible
pensar que la recuperacion del IRP, por ser este pool supuestamente parte del RRP,
dependeria del SRP. Sin embargo, Chan y col., (2005) plantearon la posibilidad de que
rellenado del IRP sea desde el RRP en forma secuencial, a partir de los resultados
experimentales en los ratones KO de la NCAM que muestran un déficit en el trafico desde el
RRP al IRP porque el tamafio del IRP es significativamente menor, mientras que el RRP esta

aumentado.

Existen evidencias que indican que el tamafio del IRP puede ser regulado por diversos
factores. Primero, existen datos experimentales que muestran que el tamafio puede ser
regulado por el Ca®* citosdlico basal (Marengo, 2005). Este resultado es consistente con la
regulacion por Ca** antes mencionada para el RRP. Ademas es interesante notar que
Becherer y col. (2003), usando microscopia de campo evanescente mostré que la
localizacién de la sefial de Ca®* induce la movilizacién de las vesiculas hacia los sitios de
entrada de Ca?* (Bechere y col., 2003), planteando la posibilidad de que la interaccién fisica
entre vesiculas y canales es favorecida por el mismo Ca*. Segundo, Chan y col. (2005a)
demostraron que el traspaso de vesiculas del RRP al IRP es dependiente de la molécula de
adhesion de células neuronales (NCAM). Los ratones deficientes de esta proteina muestran
un déficit en el trafico desde el RRP al IRP, consecuentemente el tamafio del IRP en los
ratones KO de NCAM es significativamente menor, mientras que el RRP esta aumentado.
Otros autores encontraron que la activaciéon de los receptores de histamina enddgenos
acoplados a proteina G aumentan el tamafio del IRP a través de un camino de sefializacion
que involucra la fosfolipasa C y la Munc13 (Bauer y col., 2007). También, la activacion de
proteina kinasa C, aumentan el IRP y el RRP (Voets y col., 1999). Por ultimo, Xu y col.,
(2005) reportaron que los glucocorticoides aumentan el tamafio del IRP en células
cromafines de ratas sin modificar el tamafio del RRP. En conclusion, algunos datos
experimentales muestran que el IRP puede ser regulado como pool independiente y otros en

los que la regulacion del IRP esta asociada al RRP.

La existencia de un mecanismo endocitotico rapido en las células cromafines (Barg y
Machado, 2008) permite también plantear la hipétesis que IRP se pueda fusionar y por lo
tanto recuperar directamente a través de un mecanismo del tipo kiss and run. Esta hipétesis
es abonada por la presencia de una endocitosis sumamente rapida que se desarrolla
inmediatamente después de la exocitosis inducida por PA a bajas frecuencias (Chan y

Smith, 2001, Chan y Smith, 2003). Si bien las vesiculas recaptadas por kiss and run no
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poseerian la totalidad su contenido original, podrian ser rellenadas con pequefios
transmisores a través de transportadores de membrana, lo que les permitiria sufrir varias
rondas de exocitosis, tal como fue reportado previamente (Von Grafenstein y Knight, 1992;
Elhamdani y col., 2001; Fulop y col., 2005).
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2 RESULTADOS PRELIMINARES A ESTA TESIS

2.1 Tipos de canales de calcio asociados al IRP

La supuesta colocalizacién de las vesiculas de IRP con los canales de Ca?", como se
explicd en la introduccion, no puede ser explicada por una distribucion al azar de las
vesiculas y los canales (Seguray col., 2000). La hipotesis alternativa asume una interaccion
especifica con dichos canales, y posiblemente con un tipo de canal de Ca® en particular. Si
se demostrara que IRP est4 asociado a un subtipo de canal de Ca**, en primer lugar la
hipotesis de la distribucién al azar de ambas entidades quedaria descartada, y en segundo
lugar abriria la puerta a la existencia de un mecanismo especifico de interaccion. Esta Gltima
posibilidad fue inicialmente abordada durante el seminario de licenciatura en fisica que
realizé la autora de esta tesis. Si bien los experimentos y el andlisis de los mismos fueron
completados durante el primer afio del periodo doctoral (Alvarez y col., 2008), decidimos
ubicar todos esos resultados como un Unico blogue en este capitulo debido a la unidad
temética que poseen los mismos. A continuacidn se presenta una sintesis de dichos

resultados.

El acople funcional de los diferentes subtipos de CCDV con el IRP se estudié en primer
lugar mediante la aplicacion de bloqueantes especificos para dichos canales. El IRP se
estimo a través de un protocolo de pulsos pareados (ver seccion 4.2.1.7) que permite
obtener un valor minimo (Bnin) y maximo (Bmax) de su tamafio. Los blogqueantes para canales
P/Q, w-agatoxina IVA (Aga); para canales L, Nitrendipina (Nitre); y para canales R, SNX -
482 (Snx), redujeron significativamente la densidad de las corrientes de Ca®* inducidas por
dicho protocolo en comparacién con el control (p<0,05), lo que no se observo con el
bloqueante del canal N, w-conotoxina (Cono) (Figura 2.1A). Estos resultados indican que
sélo los canales L, P/Q y R, conducen corrientes de Ca** sensibles a voltaje en nuestras
células bajo nuestras condiciones experimentales. Los resultados de medicion de
capacitancia mostraron en cambio, que la exocitosis no se correlacionaba con la
modificacion observada en las corrientes. Mientras que el boqueo de los canales L no
produjo cambios significativos en el IRP, aun cuando la corriente transportada por esos
canales disminuyé a un 50% respecto del control, el bloqueo de los P/Q provocé una
inhibicibn muy marcada (80%) de la liberacién de este pool (p<0,001). La aplicacion de Snx

produjo una inhibicion también significativa, pero menor a la provocada por Aga (Figura

45



Resultados preliminares

2.1B). Estos resultados muestran que la liberacion de las vesiculas que conforman el IRP
estan principalmente acopladas con la entrada de calcio por los canales P/Q y en menor

proporcion por canales R (Alvarez y col., 2008).
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Figura 2.1: Contribucion de los distintos tipos de canalek diberacion del IRP. En esta figura se
muestran los valores medios de los experimentdzae®s en presencia de las distintos bloqueantes
de los canales de calcio (L, P/Q y N) junto con éperimentos controles. EA) las barras
representan las densidades de corriente d& @a condiciones control (n=46) y con los bloqueante
especificos de los canales: 10 uM de Nitrendiphi&r€), 2 LMw-conotoxina (Cono), 1 uM de SNX-
486 (Snx) y 200 nM de-agatoxina-IVA (Aga) se utilizaron para el bloqud® los canales L, N, Ry
P/Q respectivamente. El bloqueo de los canalesd13jh R (n=25) y P/Q (n=15) producen una
disminucion significativa de la densidad de corte(p<0.05), mientras que el bloquenate del canal
N (n=15) no modificd las corrientes. EB) se muestra el efecto de los bloqueantes sobreRel IR
estimado por el protocolo de doble pulso. Mientgage en presencia de Nitre no se observaron
cambios, y con Snx el IRP se inhibi6 moderadameamiepresencia de Aga el tamafio del IRP

disminuy6 muy marcadamente respecto del contrd) (182). Modificado de Alvarez y col., (2008).
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Para continuar analizando la participacion de los canales P/Q en la exocitosis del IRP
utilizamos animales KO de la subunidad a;, (subunidad funcional del canal P/Q). En el
diagrama de barras de la figura 2.2 se comparan los valores promedios de las densidades
de corriente y los valores de Bnax ¥ Bmin €n KO y WT. Las densidades de corriente en KO
son levemente inferiores a las medidas en WT, sin embargo, esta diferencia no resultd
significativa. Los resultados en el IRP evidencian que la liberacion de este pool sufre una

notable disminucion ante la ausencia del canal P/Q.
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Figura 2.2: En esta figura se muestran los promedios de losrerpntos realizados con raton€®
(n=15) yWT (n=46) (A) Las barras representan la densidad de corrientar@dio. No se detectaron
cambios significativos en las densidades de caesentre WT y KOB) Las barras representan las
cotas superiores e inferiores asociadadRiP y expresadas ambas en unidades de capacitancia. La
exocitosis delRP resulté marcadamente inferior en I§© (p<0.001). Modificado de Alvarez y col.,
(2008).

Clasicamente se observO que las despolarizaciones en forma de trenes permiten
distinguir cinéticamente al menos dos fases en la exocitosis de células cromafines, una
sincrénica al estimulo y por lo tanto altamente acoplada a la corriente de Ca?* que se
manifiesta al comienzo del tren, y otra asincronica y pobremente acoplada que aparece
posteriormente. Por lo tanto, pensamos que la comparacion de las respuestas exocitéticas a
la aplicacion de trenes de pulsos despolarizantes en ratones KO y WT nos permitiria poner a
prueba nuevamente la hipétesis sobre el acoplamiento de los canales P/Q con el IRP. En
base a nuestra hipotesis seria esperable que el componente sincrénico inicial se encuentre
fundamentalmente asociado a IRP (Marengo, 2005; Voets y col., 1999). Debido a esto

esperariamos que este componente desaparezca o al menos disminuya significativamente
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en el KO, mientras que la fase asincronica posterior deberia permanecer. En la figura 2.3 se
muestran superpuestos los promedios de las mediciones de los cambios en la capacitancia
celular inducidos por trenes de 10 estimulos (ver leyenda de la figura) en células de ratones
WT y KO. La comparacion entre los trazados permite observar una disminucion de la fase
sincronica con el estimulo en los KO, mientras que la fase sostenida se mantiene,

consecuentemente, la respuesta total no alcanza los valores obtenidos en WT.
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Figura 2.3: Registro de capacitancia generado en respuesta #emn de 10 despolarizaciones de 50
mseg aplicadas a una frecuencia de 2 &) Promedio de los trazados resultantes de los
experimentos realizados en células de ratéh (n=15, trazado celeste) y en ratonk® del canal
P/Q (h=14, trazado naranja). La comparacion nos permiteesizar que en los ratondsO la fase
inicial sincrénica se ve reducida en relacion cas WT, pero la fase mas lenta permane(®) El
diagrama de barras resume la exocitosis provocada @ tren, separando la respuesta en 3
porciones. Una primera parte hasta el tercer pulsoa segunda desde el cuarto al sexto y por ultimo,
del séptimo hasta 4 seg después determinado aelHErelas dos primeras porciones la inhibicion de
la exocitosis es significativa (p<0.001) mientragecen la Ultima no hay diferencias significativas.
Modificado de Alvarez y col. (2008).

Con el fin de analizar las respuestas exocitdticas sincrénicas y asincronicas mas
detalladamente, se separd la respuesta al tren en tres porciones. Una primera porcion,
desde el primero hasta el tercer pulso, que corresponde a la liberacibn més acoplada al
estimulo, en la cual no hay una importante acumulaciéon de Ca* residual (Marengo y Monck,
2003). Una segunda porcion desde el cuarto al sexto pulso, que sigue siendo parcialmente
sincrénica aunque se espera que exista algo de acumulacion de Ca** residual (Marengo y
Monck, 2003). Y finalmente una tercera porcion, desde el séptimo pulso hasta 4 seg

después de terminado el tren, genera una exocitosis asincrénica con el estimulo debido a
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una acumulacion significativa de Ca** residual (Marengo y Monck, 2003). En la figura 2.3 B
se presenta el resultado de este andlisis para ratones WT y KO. En primer lugar, se observa
que en las dos primeras porciones los resultados de los ratones KO muestran una inhibicién
significativa en comparacion con el WT. Por otro lado se observa que en la tercera porcion,
las respuestas son similares entre KO y WT. Estos resultados confirman la idea del alto
acoplamiento existente entre los canales P/Q y las vesiculas del IRP, y muestran que en la

exocitosis asincrénica otros subtipos de canales también contribuyen a la exocitosis.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Los estudios realizados en esta tesis estan dirigidos a entender las propiedades del
acople entre el estimulo y la liberacion del pool de vesiculas inmediatamente liberable (IRP),
como asi también a contribuir a establecer los limites funcionales de este pool, en células

cromafines de ratdn.

3.1.1 Objetivos particulares

(1) El presente trabajo tiene como primer objetivo profundizar la caracterizacion del
acople funcional que se establece entre los canales de calcio dependientes de voltaje vy el
IRP. Para poner a prueba la hipétesis que propone una proximidad espacial entre los
canales de calcio y las vesiculas del IRP, evaluamos la sensibilidad de este pool respecto a
buffers de calcio lentos y rapidos. En segundo lugar, re-analizamos el papel preponderante

que tendrian los canales de calcio tipo P/Q en la asociacion vesicula canal.

(2) El segundo objetivo de esta tesis ha sido investigar el mecanismo por el cual se
establece la asociacion entre las vesiculas de IRP y los canales de Ca®*. Como ya se
menciond, nuestros resultados previos mostraron fuertes evidencias de la existencia de un
acople funcional especifico de los canales de Ca®* P/Q con la exocitosis del IRP. A
consecuencia de estos resultados, proponemos como hipétesis que las vesiculas del IRP se
asocian espacialmente con canales P/Q por medio de una interaccion molecular especifica.
Esta hip6tesis tiene un asidero estructural en la conocida existencia de una region (synprint)
presente en el canal P/Q, que es capaz de unir proteinas vesiculares y de la maquinaria
exocitética para aumentar la eficiencia de liberacién en las terminales nerviosas (Sheng y
col., 1999). Esta posibilidad fue estudiada transfectando nuestras células cromafines con un
plasmido que contiene la secuencia del péptido synprint. Se espera que, si la hipétesis es
correcta, el agregado del synprint libre exdgeno compita con la secuencia endbégena en el
canal, generando un desacople de la interaccion vesicula-canal y por lo tanto una inhibicion

en la exocitosis del IRP.
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(3) El tercer objetivo de esta tesis ha sido evaluar los limites operativos del IRP en la
fisiologia de la célula cromafin. La funcion principal de las células cromafines es liberar
catecolaminas, fundamentalmente adrenalina, al torrente sanguineo en respuesta a trenes
de potenciales de accion. Es completamente esperable que debido a la corta duracién de los
potenciales de accién de las células cromafines (5 mseg), la exocitosis resultante se
produzca a expensas del IRP. En una situacion de reposo, la frecuencia de disparo de estas
células es de aproximadamente 0,5 Hz, mientras que en condiciones de estrés, esta puede
aumentar hasta 10-15 Hz, generando la liberacion masiva de catecolaminas y péptidos
activos (lijimay col., 1992; Chan y Smith, 2001). La capacidad de respuesta del IRP frente a
las diferentes frecuencias de estimulo dependerd en gran medida de la velocidad de
recuperacion de este pool luego de haber sido deprimido. La pregunta central que nos
planteamos es: ¢A qué rango de frecuencias de potenciales de accién es capaz de
responder el IRP de manera sostenida? Para contestar esta pregunta analizamos: (i) La
cinética con el que se recupera el IRP y su posible regulacion por calcio; (ii) la exocitosis, la
endocitosis y la recuperacion asociada a la aplicacion de potenciales de accion individuales
y (iii) finalmente las respuestas exocit6tica-endocitética frente a trenes de potenciales de
accion. La informacion obtenida en esta seccion es utilizada para formular una hipétesis

respecto a los mecanismos de recuperacion involucrados frente a una situacion fisiolégica.

Basandonos en los resultados experimentales desarrollamos un modelo computacional
de la exocitosis en las células cromafines. Nos propusimos simular los distintos procesos
involucrados, es decir la entrada y difusion del calcio, la reaccion entre calcio y buffers y la
exocitosis dependiente de calcio. Este modelo fue utilizado como herramienta para analizar
diferentes hipotesis a partir de los resultados experimentales asociados a los distintos

objetivos planteados.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Cultivo y transfeccion de células cromafines

En el preparado de células cromafines en cultivo de raton la principal dificultad se
relaciona con la pequefa cantidad de tejido disponible en la médula adrenal. Por esta razoén,
es importante minimizar la pérdida de tejido durante el procedimiento de forma de

incrementar el rendimiento de los cultivos y la eficiencia de la transfeccion.
4.1.1 Soluciones de cultivo y transfeccion

Hanks (en mg/ml): 0,4 KCI, 0,06 KH,PO,, 8 NaCl, 0,35 Na,COs;, 0,09 Na,HPOQ,,

suplementada con 3 pl/ml de penicilina /estreptomicina y 1 mg/ml de glucosa.

Medio de cultivo DMEM suplementado: medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM)
baja glucosa suplementado con 5% de suero fetal bovino, 5 ul/ml de
penicilina/estreptomicina, 1,3ul/ml de gentamicina, 1mg/ml de seroalbumina bovina, 10 uM

de citosina-1-B-D-arabinofurandsido.

Medio de cultivo OPTIMEM: Medio de cultivo reducido en suero modificado de medio
Eagle, con HEPES y bicarbonato de sodio y suplementado con 2,4 g/l L-glutamina y factores

de crecimiento.
4.1.2 Procedimiento para el cultivo

Para la preparacion de cada cultivo primario de células cromafines se extrajeron las
glandulas adrenales de dos ratones (129/sv X C57BL/6J) de edades entre 12 y 18 dias. Los
animales fueron anestesiados con una sobredosis de avertina (0,5ml) administrada en forma
intra-abdominal. Una vez que se accedié a las cavidades peritoneal y tor4cica utilizando
material quirdrgico adecuado, se realiz6 un corte en la vena cava inferior y se perfundio al
animal lentamente desde el ventriculo izquierdo con 10 ml de solucion de Hanks
previamente oxigenada. Luego, se extrajeron las glandulas adrenales, ya limpias de sangre,
y se las colocaron en una caja de petri estéril sobre una lupa para su diseccion. Primero se
removio la grasa circundante y luego la corteza adrenal, para finalmente quedarnos con la

médula adrenal en la que se encuentran las células cromafines. La diseccion es un paso
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critico en el resultado del cultivo, ya que si la remocion de la corteza no es total se observa
una disminucién en la proporcion de células cromafines en relacion a otros tipos celulares
como fibroblastos. Una vez disecadas, las cuatro médulas fueron colocadas en un tubo de
1,5 ml. y digeridas en una solucion de Hanks conteniendo 0,5-1 mg/ml de papaina durante
25 min. a 37°C.

Figura 4.1 - Imagenegle células cromafines en cultivo. Estas imagen&s féron tomadas con un
objetivo 40X. Las células cromafines se distingo@nser de forma esférica en cultivo y por poseer

una gran cantidad de vesiculas en su citoplasma.

Los pasos siguientes del cultivo fueron realizados en un flujo laminar para mantener las
condiciones de esterilidad. Luego de remover la enzima con tres lavados con 200 ul de
medio de cultivo DMEM suplementado, las médulas fueron disgregadas, y se las llevé a un
volumen final de 600 ul en DMEM. Esta solucion fue filtrada secuencialmente a través de
mallas con poros de 200 y 50 um. Finalmente, las células fueron plaqueadas sobre
cubreobjetos cortados en cuartos previamente polilisinados (aproximadamente 40 pl de
suspension celular por cubreobjeto) y colocados de a pares en cajas de Petri de 35 mm.
Luego de incubar por 2 horas en estufa a 37 °C con una atmdsfera de 95% O, - 5% CO,, se
agregaron 2 ml. de medio de cultivo DMEM por cada caja de Petri, las cuales se
mantuvieron en la estufa por las siguientes 24 hs. Estas células fueron utilizadas para las
mediciones hasta 48 hs. después. En la figura 4.1 se observan fotos tomadas de un cultivo

tipico de células cromafines de raton realizado en nuestro laboratorio.
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4.1.3 Procedimiento para la transfeccion

Para la transfeccion del plasmido synprint-pIRES2-EGFP o del pIRES2-EGFP (Clontech
Laboratories, Takara Bio, EEUU) se utilizd lipofectamina 2000. El procedimiento de
transfeccion se comenzd tres horas después de terminado el cultivo. Para realizar la
transfeccion es necesaria la formacion del complejo lipofectamina — plasmido, que permite
que el plasmido ingrese a la célula. Para generar este complejo se prepard una suspension
que consta de 20 pl de lipofectamina y 480 pl de OPTIMEM y se lo dej6 incubando durante 7
minutos. Mientras tanto se prepard otra suspension con 8 pl de plasmido y 100 pl de
OPTIMEM. Cumplidos los 7 minutos se mezclaron ambas. Esta nueva suspension necesita
aproximadamente 20 minutos de incubacion para que sea posible la formacion del complejo.
Pasado este tiempo, se procedio a reemplazar el medio DMEM que bafia las células por 1.5
ml de medio OPTIMEM en cada placa, teniendo cuidado de no generar burbujas. Luego, se
agregd el complejo lipofectamina — plasmido gota a gota sobre cada vidrio
(aproximadamente 40 ul por vidrio) y se volvid a colocar en la estufa a 37°C (CO, 5%)
durante una hora y cuarto, que es el momento en el cual se produce la transfeccién. Al
terminar este tiempo se retird el medio con el complejo y se repuso el medio DMEM,
finalizando la transfeccion. Los tiempos de incubacién para la formacion del complejo y de la
transfeccion fueron fijados de forma tal de maximizar el nimero de células transfectadas. En
la figura 4.2 se muestran ejemplos representativos de células transfectadas con synprint-
pIRES2-EGFP. Para los experimentos se seleccionaron células que presentan un grado de
fluorescencia moderada o baja (ver figura 4.2-foto de la derecha) para tratar de excluir a las

células en las que se haya expresado una cantidad excesiva de proteina.

Figura 4.2- Imagenesde células cromafines transfectadas con synpriRtg82-EGFP en cultivo.

Imagenes tomadas con el microscopio confocal FLUEDYEon un objetivo de 40X.
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4.2 Técnica patch clamp

4.2.1 Generalidades

El método de voltage clamp nos permite controlar el potencial de membrana y medir las
corrientes que pasan por los canales idnicos (Hodgkin y Huxley, 1952). La aplicacion de esta
técnica implica la introduccion de al menos un microelectrodo que esté en contacto con el
medio intracelular y un electrodo de referencia en el medio extracelular. Si bien se han
desarrollado diferentes alternativas para introducir un electrodo en contacto con el citosol, la
técnica desarrollada en los afios “70 por Neher y Sakmann (Neher y Sakmann ,1976) y
conocida como patch clamp es hoy en dia la técnica mas elegida para trabajar con la
mayoria de los tipos celulares. Si bien existen distintas configuraciones de esta técnica, el
punto comun a todas es la formacion de un sello entre una pipeta de vidrio de alrededor de 1
um de didmetro en su punta, y la membrana celular. La resistencia del sello es de critica
importancia, ya que influye marcadamente en el ruido eléctrico presente en la medicién. El
microelectrodo queda conformado por el conjunto de la micropipeta que se llena con una
solucion electrolitica y un alambre de plata clorurado. Para formar el sello, el primer paso es
apoyar la pipeta sobre la superficie de la célula, y luego aplicar pulsos de presion negativa
hasta alcanzar una resistencia mayor a 1 gQ a lo que se denomina gigasello. Para lograr un
buen gigasello es necesario que las puntas de las pipetas estén bien limpias y pulidas. A la
configuracién obtenida una vez formado el gigasello entre la pipeta y la membrana se la
denominada cell attached (Figura 4.3A). Esta configuracion, permite medir la actividad de los
pocos canales situados en el parche de la membrana que quedaron dentro de la punta de la
pipeta con la célula intacta. Al retirar rdpidamente la pipeta de la célula, llevandose el sello,
la seccibn de membrana intracelular quedaria expuesta a la soluciobn externa. Esta
configuracion permite evaluar la actividad de los canales y su regulacion por factores que

actuen del lado intracelular y se la denomina inside-out patch.

Una tercera configuracion, la llamada whole cell, es la que se utiliza para medir a un nivel
celular global tanto las corrientes de membrana, como los cambios de potencial (en modo
current clamp), y los cambios de capacitancia. Los cambios de capacitancia estan
directamente relacionados a las actividades exocitéticas y endocitéticas de la célula. Para
obtener esta configuracién, que es la que se aplica en este trabajo de tesis, una vez

obtenida la configuracion cell attached se pone a la membrana al potencial de holding de -80
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mV y se succiona hasta romper la seccion de membrana dentro de la pipeta (Figura 4.3B).
Cuando dicha seccién de membrana se rompe, el electrodo forma un circuito continuo con el
interior de la célula. Entonces, frente a la aplicacion de un pulso cuadrado de voltaje se
observa una respuesta transitoria capacitiva por el aporte de la capacitancia y la resistencia
de la membrana celular al circuito (Figura 4.4A). En la configuracion whole cell la solucién
incluida en la pipeta ingresa al interior de la célula reemplazando a la solucion interna
fisiologica. Debido a ello, esta solucibn se prepara intentando simular las condiciones
intracelulares, pero introduciendo las modificaciones que sean convenientes a cada serie
experimental. Por medio del microelectrodo se controla el potencial del lado interior de la
membrana, mientras que el lado exterior estara expuesto al potencial del bafio en el que se

encuentra la célula, que se conecta a tierra.

A B
Electrodo

Electrodo

Pipeta

Canal Canal
»ionico ~ ibnico

Solucién _| HK.; j

—p 3
externa A
Membrana Membrana
celular celular

Figura 4.3- Esquema de la formacion del gigasel(ld) La pipeta se apoya sobre la superficie de la
membrana y con presion negativa se forma el setlafiguracioncell attached)(B) Una vez que se
rompe la pequefia seccién de la membrana conterétidra de la punta de la pipeta se consigue

llegar a la configuraciérwhole cell.

Si se fija una diferencia de potencial de —80 mV entre los medios extracelulares e
intracelulares (Vinra-Vexra), 1@ membrana estara en condiciones similares al reposo, no
habiendo flujo neto de iones. Pero si se imponen potenciales mas positivos, que superen

cierto valor umbral, se activaran canales dependientes del voltaje.
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4.2.2 Circuito equivalente de la célula y medicida capacitancia celular

Utilizando la técnica de patch clamp en modo voltaje clamp, ademas de las corrientes
ibnicas que atraviesan la membrana pueden medirse otros parametros eléctricos, como la
capacitancia, mediante el andlisis del circuito equivalente de la célula. La resolucion que
tiene esta técnica para medir cambios de capacitancia puede llegar al orden del femtofaradio
(10™ F) en condiciones experimentales 6ptimas, permitiendo detectar la fusion de vesiculas
aisladas. Ademas, posee una resolucion temporal del orden de mseg. La desventaja de esta
técnica como medida de la exocitosis es que se mide el cambio total de superficie celular, el
que puede resultar de un proceso de exocitosis, de endocitosis 0 de ambos combinados si
ocurriesen simultdneamente. En este uUltimo caso se estaria midiendo la diferencia entre
estos dos procesos, sin poder definir el valor de uno u otro. Sin embargo la endocitosis suele
ser mucho mas lenta (> 1 seg) que la exocitosis (pocos mseg), con lo cual para estimulos
breves la exocitosis y la endocitosis pueden ser separadas cinéticamente (Gillis y col.,
1983).

La validez de las técnicas para estimar la capacitancia de membrana depende de que el
circuito equivalente eléctrico asumido se aproxime al real de la célula en la configuracion
whole cell. Un modelo muy simple se aplica para células pequefias y de forma
aproximadamente esférica, como lo son las células cromafines. Este modelo consta de una
resistencia de acceso R, en serie con un modelo celular en el que la célula se comporta
eléctricamente como una resistencia R, en paralelo con una capacidad C,,. En este modelo
se supone que la capacidad de la pipeta ha sido completamente compensada (Figura 4.4B).
La R,, est4 asociada con las resistencias que ofrecen los canales i6nicos y su valor esta
determinado por el estado de actividad de los mismos, siendo su valor en reposo del orden
del 1GQ. La capacidad de la membrana plasmatica, C, es aproximadamente 1pF/cm?,
suponiendo un espesor uniforme de 5 nm para la membrana y una constante dieléctrica
relativa entre 2 y 3. En las células cromafines la capacidad total suele estar entre 3-10 pF
(valores experimentales). La resistencia de acceso R, es la resultante de la resistencia de la
punta de la pipeta mas contribuciones de la membrana adherida a consecuencia de la
ruptura del sello. El valor de esta resistencia de acceso es tipicamente de alrededor de 10
MQ (Gillis, 1983). Bajo este modelo, la corriente de membrana (l,,) tiene una parte idnica

(lisn) Y Una capacitiva (4.1).

57



Materiales y métodos

l,=1,+C v

m ion m E

4.1)
donde V es el potencial aplicado, I, es la corriente que circula por la membrana.

A B

Figura 4.4- (A) Circuito equivalente para una célula de forma dskajo configuracionwhole
cell. Este modelo tiene en cuenta la capacidad celdeda membranaCy, la resistencia de los
canales ionicoRy, y de la resistencia de acceRy, Vp es el voltaje entre la pipeta y el bafio
(conectado a tierra) dp es la corriente que circula por la pipet§B) Esquema del modelo

simplificado que se utiliza para calcular la capdail.

En condiciones de voltage clamp el potencial de membrana se mantiene constante. Esto
permite que el segundo término de la corriente se anule (4.1) y por lo tanto la corriente
medida sea solo i6nica. Unicamente cuando se modifica el potencial, la corriente capacitiva
va a aportar pero con un transitorio de muy corta duracion, y entonces la corriente ionica de

Ca?*, de evolucion mucho mas lenta, casi no se ve afectada.

La configuracién whole cell permite cuantificar el nimero de las vesiculas que se fusionan
en cualquier punto de la membrana celular (exocitosis) a través de la medicion de su
capacidad. A medida que se estimula a la célula con pulsos despolarizantes que provocan la
activacion de corrientes de Ca?', se observa un aumento en la capacidad celular como
consecuencia de la fusién de las vesiculas con la membrana plasmatica (Figura 4.5) (Neher
y Marty, 1982).
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Capacitancia
Membrana celular

O

Vesicula

a9

Figura 4.5: Un modo de cuantificar la exocitosis es a travésla medicion de la capacitancia
celular. A medida que se estimula a la célula colsgs despolarizantes se observa un aumento en la
capacitancia celular como consecuencia de la fusiéras vesiculas con la membrana plasmética.

En las células cromafines se estimdé que el tamafiord vesicula es de 1,3 fF (Moser y Neher,
1997b).

4.2.3 Métodos para calcular los componentes detwito equivalente

Suponiendo la validez del circuito modelo de la célula que se muestra en la figura 4.4B se
pueden estimar los valores de la capacidad y la resistencia de la membrana. Para ello se
desarrollaron métodos que aseguran una buena resolucion en la medicién de la capacitancia
celular que es la que nos permite estudiar el proceso de exocitosis. El método més utilizado,
por ser el de mejor resolucién temporal emplea una onda sinusoidal de frecuencia w., sobre
el valor del potencial. A partir de la corriente resultante después de aplicar este patron de
voltaje se pueden estimar los pardmetros del circuito equivalente. La técnica que se
denomina piecewise linear fue la primera en utilizarse para mediciones de alta resolucién
temporal de cambios en C,, relacionados con exocitosis (Neher y Marty, 1982). Este método
se basa en la aproximacion que pequefios cambios en los parametros (Rn, Ray Cr) inducen
en cambios lineales en la corriente. La linealizacién de la corriente se obtiene cuando se
aproxima AI/AC,, por la derivada parcial: dl/60C,= V 9dY/oC,,, donde V es la amplitud del

voltaje sinusoidal e Y es la admitancia del circuito equivalente. Considerando el efecto de los
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cambios en R, y Ry, ademés de C,, en la corriente, los cambios en la corriente sinusoidal

estan dados por:

oY oY oY

La expresion de la admitancia, Y, basandonos en el modelo descripto es una cantidad

compleja cuya expresion, basandonos en el circuito de la figura 4.4B es:

1+ jaR C. R=R,*R,

Y(cw) = (4.3)
) R@+jaR,C,) R = Ml
" R.*R,
asi, las derivadas parciales quedan:
aY . 2 = Rm = i -1
a = wcT (CL)C) T(C(.)) R[ (1+ jCUCRpCm) (1+ chRaCm)
=g HIAC) T @) @4)
oY - _Tz(a)c)
R, R?

m

En la expresion para T(w) estamos suponiendo que R,>>R, y entonces Ry ~ Rn y R, ~
R.. Reemplazando la ecuacion 4.4 en 4.2, teniendo en cuenta que la frecuencia de la
sinusoidal cumple con w.>>1/R..C,,, se puede separar la corriente en una parte compleja
relacionada con los cambios en la capacitancia, y una real relacionada con los de
resistencia. Bajo esta suposicidn, T(w) es una funcién real y sélo representa un factor de

atenuacion.

2

Al DTz(a)c)(ARaa)fC,i +jwAC, - AF:m)v (4.5)

Para cuantificar los cambios de capacitancia y en las resistencias, se separan las dos

componentes de la corriente utilizando un software o un lock-in amplifier en la fase
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adecuada. La aproximacion que se hizo en este método (w>>1/R,C,) hace que resulte
sensible a cambios en la resistencia de membrana, la que se ve altamente afectada cuando
los canales i6nicos estan abiertos. Por lo tanto este andlisis no es valido durante una

despolarizacion que active canales idnicos.
4.2.4 Dispositivo de patch clamp

El dispositivo experimental utilizado estd formado por un microscopio NIKON DIAPHOT
TMD, que es el sistema 6ptico que permite la visualizacion del preparado; un sistema de
micromanipuladores motorizados en tres dimensiones, que es un sistema mecanico estable
gue permite manipular la posicion del microelectrodo respecto de la célula; un amplificador
de patch clamp EPC7 (Heka Elektronik) y un sistema conversor A/D D/A (Axon Instruments,
Digidata 1200), que permiten controlar el voltaje aplicado, medir y amplificar las corrientes
generadas y adquirir las mediciones durante los experimentos. El software utilizado, Jclamp
(Sci Soft, Branford, CT, USA), permite seleccionar el método para calcular la capacitancia,
disefiar el protocolo de pulsos utilizado para las mediciones, seleccionar la frecuencia de
adquisicion y visualizar y analizar tanto las corrientes generadas como los cambios de
capacitancia que se producen. Este software utiliza un método para calcular la capacitancia
basado en el piecewise linear (Neher y Marty, 1982) explicado en la seccién anterior, y la
fase adecuada se obtiene mediante el mismo software mediante una técnica que se
denomina phase tracking (Fidler y Fernandez, 1989). El microscopio utilizado esta ademas
equipado con una lampara de mercurio de 100 Watts, shutters y cubos de filtros adecuados

para poder evaluar la fluorescencia de EGFP.

En los experimentos de patch clamp es crucial la estabilidad mecéanica y el control del
ruido eléctrico, ya que la introduccién de los mismos deteriora la calidad de las mediciones.
Por lo tanto, cada uno de los componentes del dispositivo utilizado esté disefiado para
optimizar estas dos variables. Por esta razon el microscopio se ubica sobre una mesa
antivibratoria y dentro de una jaula de Faraday. Para llevar la pipeta hasta la célula, que se
encuentra en una solucion que simula el medio extracelular, se utiliza el micromanipulador a
control remoto mencionado, el cual es esencial para realizar los movimientos de la pipeta
con una definicion por debajo del micrometro. Todo este sistema debe ser muy estable para

evitar la introduccién de vibraciones una vez logrado el sello.

El microelectrodo se conecta a un preamplificador o headstage, que estad fijado al

micromanipulador y conectado con el amplificador principal. ElI preamplificador de patch
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clamp es un convertidor de corriente a voltaje, o sea el voltaje de salida es proporcional a la

corriente de entrada. En la figura 4.6 se observa un esquema del recorrido de la informacién

Calculo de los componentes

Convertidor1 ¥V del circuito
It) Filtros
pipeta !

AmpHMEadne Digitalizador PC
patch clamp

: Sefial

célula Comirol del
. . estimule

Circuitos

Jaula de Faraday compensadores

durante las mediciones.

Figura 4.6- La sefial que le llega a la célula por medio delcelodo conectado al amplificador de
patch clamp se controla con sbftware.La respuesta celular es filtrada, digitalizada gdimente el

software permite el calculo de los parametros deluito equivalente.

Por el microelectrodo circula inicialmente corriente idnica y para ser medida se debe
transformar en corriente electronica, para eso se utilizan electrodos de plata con una
recubierta de cloruro de plata. Si los electrones van desde el preamplificador al alambre de
plata se produce la conversién de Ag" a Ag° mientras que los iones de Cl™ del CIAg se
hidratan y entran en la solucién. Si los electrones fluyen en la direccion contraria, los atomos
de Ag° en el electrodo se oxidan a Ag* y se combinan con los cloruros que estan en la
solucion para formar AgCl. Como la corriente debe fluir por todo el circuito, si no hubiese
iguales concentraciones de iones de cloro en el bafio y en la pipeta, habra una diferencia de
potencial llamada junction potential. Este potencial no representa problemas si la diferencia
es pequefia ya que es posible compensarla electronicamente con un potencial continuo de

polaridad opuesta.

4.2.5 Preparacion de micropipetas

Para construir las micropipetas se utilizaron capilares de borosilicato de paredes anchas
(2,5 mm didmetro externo x 0,86 mm didmetro interno-HARVARD APPARATUS). Las
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pipetas construidas con este tipo de capilares generan poco ruido y tienen valores bajos de
capacitancia parasita. Estas pipetas se construyeron con un puller horizontal (SUTTER P-
97), mediante un protocolo de cinco pulsos de calor y estiramiento sucesivos hasta
conseguir la forma adecuada. Luego se les puli6 la punta sometiéndolas al calor de una
resistencia durante unos segundos. Los valores de resistencia de electrodo que se utilizaron
fueron entre 3 y 5 MQ. Una fuente de ruido posible en las mediciones es el efecto capacitivo
gque se produce cuando la solucion en la que esta inmersa la pipeta trepa sobre sus paredes
(Gillis, 1995). Este efecto, puede ser reducido aumentando el ancho de la pared de la pipeta
con un material hidrofébico. Para esto se utilizé cera odontoldgica dura, a unos 10-20 um de

la punta.

4.2.6 Soluciones experimentales para los experimesrde patch clamp

Una vez establecida la configuracidbn whole cell, la solucion introducida en la pipeta
(Ilamada normalmente solucion interna) entrara en el citosol. Por lo tanto, esta solucién debe
contener aproximadamente los componentes solubles que se encuentran en el citosol de las
células, de modo de poder simular las condiciones fisiolégicas durante la medicion (ver
Tabla 4.1). Se deben mantener aproximadamente las concentraciones idnicas, el pH
correcto, la osmolaridad correcta y la célula necesita ser provista de ATP. Para eliminar las
corrientes de K* se reemplaza el K* por Cs*, manteniendo la osmoralidad y la fuerza iénica.
La solucion externa que bafia las células también debe contener aproximadamente las
concentraciones fisiologicas del liquido extracelular (ver Tabla 4.1). Para bloquear las

corrientes de Na* se uso tetrodotoxina, (TTX).

Solucion interna | Concentracion finalSolucion externg  Concentracion final
Hepes, pH 7.2 23 mM Hepes, pH 7.2 20 mM
Cs-Glut 95 mM Glucosa 30 mM
CsCl 30 mM CaCl 5mM
NacCl 8 mM NacCl 120 mM
MgCl, 1mM MgCI2 4 mM
Cs-EGTA 0,5 mM TTX 1uM
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Mg-ATP 2 mM

GTP-Li 0,3 mM

Tabla 4.1: Soluciones utilizadas para la medicion de capawita. En las dos primeras columnas se
detallan los componentes y las concentracionedefinae la solucidn interna. Esta solucion se
introduce en la micropipeta y una vez en la comfigion whole cell la misma, se introduce en el

citosol. Por esta razén, sus componentes deberasifos componentes fisiologicos celulares. En las
ultimas columnas los componentes y la concentrafif@ de la solucion en la que se bafian las

células.

En los experimentos en los que se modificé la concentracién de Ca** libre en la solucién
interna, se agregé una determinada concentracién de Ca’* total teniendo en cuenta los
diferentes buffers de Ca®* presentes (2 mM de ATP, 3 mM de CIMg? y 0,5 mM de EGTA)
(Tabla 4.2). La cantidad necesaria de Ca?* total a agregarse se calculé con el software Frion

(provisto por el Dr. Jonathan Monck).

[Ca®™* ] libre [nM][[C&’*] agregadoM]
100 185
200 270
500 374
700 403

Tabla 4.2-En esta tabla se muestran la [Chagregada a la solucién
intracelular para obtener la concentracion libresdmda compatible con

los buffers presentes en la solucion interna.

4.2.7 Protocolos de estimulacion utilizados para kaedicion de la

capacitancia celular

Luego de alcanzar la configuracion whole cell se aplicé a las células un potencial de
mantenimiento o holding de -80 mV. Las mediciones se iniciaron aproximadamente 1 minuto
después de haber alcanzado esta configuracion. Los protocolos para medir capacitancia
celular (C,,) parten desde el potencial de holding, al que se le suma la sinusoidal que permite

la estimacion de la resistencia y la capacitancia. Sobre el potencial de holding se aplica una
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cierta secuencia de pulsos despolarizantes para activar los canales de Ca2" y en
consecuencia generar la exocitosis. Durante las despolarizaciones se suspende la
aplicacion de la funcién sinusoidal. Las mediciones de capacitancia se realizaron con una
resolucion de 2,56 mseg y una amplitud de la sinusoidal de +/- 40 mV. Estos valores se
obtuvieron a partir de mediciones del ruido, buscando los pardmetros éptimos para su
minimizacion. Los pulsos despolarizantes cuadrados van desde el potencial de holding de -
80 mV hasta 10 mV donde las corrientes entrantes de calcio son maximas (ver figura 1.5
introduccion). En la figura 4.7 se muestra un esquema del patrén de voltaje que se aplica
para medir la capacitancia en respuesta a una despolarizacién, que en este ejemplo es un

pulso cuadrado.

Pulso +10mV

despolarizante ~~__

EINAAWAWAWAWAWAW

Figura 4.7- En la figura se esquematiza el patron de voltajgcago para medir la exocitosis como la
diferencia de capacitancia. La onda sinusoidal pieznte medicion de la capacitancia celular y el
pulso despolarizante genera la apertura de los temale calcio que en consecuencia generan la

entrada de C# y la exocitosis.

En esta tesis se aplicaron distintos protocolos de estimulacibn que son indicados
correspondientemente en los resultados. Entre los protocolos utilizados estan los pulsos
cuadrados individuales con duraciones entre 5 mseg y 150 mseg y una despolarizacién que
simula un PA. El protocolo que simula un potencial de accién (PAs) esta formado por una
rampa que parte del potencial de reposo en -80 mV y llega hasta un potencial de +50 mV en
2,5 mseg y luego vuelve al potencial de reposo en el mismo tiempo (Chan y col., 2005)
(Figura 4.8).
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50mV

-80mV

5 ms

Figura 4.8- Despolarizacion que simula un potencial de accion.

Tanto los pulsos cuadrados como los PAs, fueron aplicados en forma aislada o en forma
de trenes a distintas frecuencias. Por ultimo, protocolos de pulsos cuadrados pareados se
utilizaron para la cuantificacion de pools vesiculares especificos, lo cual es explicado a

continuacion.
3.2.7.1 Protocolo de pulsos pareados

El grado de exocitosis secuencial de los diferentes pools vesiculares liberables de las
células cromafines serd dependiente de la intensidad de la estimulacién. Un protocolo de
pulsos pareados, ya validado por la literatura fue utilizado para cuantificar los tamafos del
IRP y del RRP. El mismo consta de dos pulsos de despolarizacion de la misma duracién vy al
mismo potencial, separados por un tiempo fijo. La duracién de los pulsos se debemodificar
dependiendo del pool que se quiere cuantificar. Este protocolo permite, mediante un modelo
muy sencillo, que utiliza los aumentos de capacitancia asociados a estos pulsos, acotar el
tamafio del pool en cuestion entre un valor maximo Bnsx ¥ uno minimo By, (Gillis y col.,
1996; Voets y col., 1999).

Este modelo se basa en la existencia de un pool de tamafio B,, del que se fusiona una
fraccion a; mayor al 50% con el primer pulso. En consecuencia, el primer pulso produce un

cambio de capacitancia AC,;= a; B,.

Suponiendo que no hay rellenado del pool B, entre estimulos por la movilizacién de
vesiculas de otros grupos vesiculares situados rio arriba, el segundo pulso libera una

proporcion a, de lo que queda, o sea:

AC,, =a,(B,-AC,) =a,(1-a,)B, (4.6)
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Donde AC., < AC,,, si el primero generé una exocitosis suficiente como para agotar
parcialmente al pool. Ahora, si definimos S=AC;+AC., y R=AC, /AC.,;, podemos expresar

B,, el tamafio del pool, en funcion de estos parametros (4.7).

B = S
T a-%RA+R)
a

2

4.7)

Si pudiéramos asegurar que en ambas estimulaciones se induce la misma entrada de
calcio y que cada pulso libera la misma fraccion (a1 = a»), el valor del tamafio del pool inicial
se podria calcular exactamente por la ecuacion (4.8), en la cual se supuso que a; es igual a
a> . Sin embargo esta suposicion es posiblemente falsa, ya que puede perdurar en el citosol
una cierta cantidad de calcio residual luego del primer pulso, provocando que la fraccion
liberada en el segundo pulso sea mayor que en el primero, o sea a, > a;. En este caso, la
ecuacion (4.8) estaria sobreestimando el valor real, por esta razén se considera a este valor

una cota superior del pool evaluado y se lo denomina Byax.

5 =OCw*AC,
max 2 4.8
- (Acmz j (4.8)

AC,,

Por otro lado, resulta l6gico asumir que el valor minimo que puede tomar el tamafio del
pool, By €s la simple suma de los cambios en capacitancia provocados por ambos pulsos
(4.9).

B, =AC,, +AC,, (4.9)

La aplicacién de este protocolo para estimar el IRP consiste en dos pulsos de 10 mseg
separados por 300 mseg (Figura 4.9). Mientras que para el RRP los pulsos son de 100
mseg con la misma separacion. El tiempo entre pulsos de 300 mseg fue establecido de
forma de minimizar el rellenado del pool por la movilizaciébn de vesiculas de otros grupos
vesiculares (Gillis y col., 1996). Para que la estimacion de los tamafios de los pools sea

exacta es necesario que el AC,; sea mayor a AC,; 0 lo que es lo mismo que R sea menor a
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1. En los promedios experimentales se utilizaron solo los experimentos en los que se cumple

que R es menor a 0,7.

B
c o ﬂ.C ]
O m1 —— L
@ & —] ACm2 & AC1
R — |
oo
ER o
53 2
10 mv 10ms D O
o 8
—
-80 my =
300 ms

Figura 4.9- Esquema del modelo de dos pulsos para la estimatgblRP. El protocolo aplicado
consta de dos pulsos despolarizantes desde endel@poso, —80 mV hasta 10 mV. Segun el modelo,
ante iguales entradas de calcio, la respuesta gaci#éancia del segundo pulso es menor a la del

primero debido al agotamiento détP.

4.3 Técnica de imaging con FM

4.3.1 Caracteristicas del los fluofoforos tipo FM

Las familia de fluoréforos de tipo FM, “styryl dyes”, son moléculas anfipaticas, con una
region hidrofilica o “cabeza” polar cargada positivamente en un extremo y otra hidrofobica o
“cola” compuesta por dos cadenas hidrocarbonadas en el otro (Betz y Bewick, 1992; Betz y
col., 1996). La cabeza posee un grupo piridina que estéa unido por un puente de doble enlace
a un anillo aromatico, lo que constituye la parte fluorescente del colorante. La cola del estos
fluoréforos es de suma importancia. Primero, es la region del fluoroéforo que le permite
insertarse en la hemicapa externa de la membrana plasmatica de la célula y en segundo
lugar, la interaccion de esta cola hidrocarbonada con la membrana plasmatica produce un
cambio en las propiedades fluorescentes de la molécula. Esta propiedad las hace muy utiles
para el estudio de la exocitosis, endocitosis y el trafico de vesiculas ya que cuando se

particionan en forma reversible en la membrana, su fluorescencia aumenta hasta unas 400
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veces mas que en solucion acuosa. El miembro de la familia utilizado en esta tesis es el FM
4-64, cuya estructura quimica se muestra en la figura 4.10A. Este fluoréforo es excitado a
longitudes de onda centradas en 480 nm, mientras que su emisidbn maxima es a 740 nm
(Figura 4.10B).

A

+ +// \
(CHacHz)amcuz)SND—tCH =CH), QN(CHZCHB)Z

2 Br

Emision

Absorcion

350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850
Longuitud de onda [nm]

Figura 4.10 - Caracteristicas del FM4-64A) La estructura del FM4-64. Es un fluoréforo de tipo
anfipético, con una region hidrofilica, “cabeza pdl, cargada positivamente en un extremo y otra
hidrofébica, “cola”, compuesta por dos cadenas lidarbonadas en el otrdB) En la figura se

muestran los espectros de absorcion y emision klieb4.

4.3.2 Dispositivo experimental

Las células fueron colocadas en una camara de perfusion con solucién estandar, sobre la
platina de un microscopio Olympus 1X81 (preparado para mediciones de epifluorescencia
convencional). La preparacion se iluminé con una lampara de mercurio de 100 Watts, y se
observé con un objetivo Olympus X60 de inmersion en aceite (con una apertura numeérica de
1,4). Se utilizé un filtro de excitacion pasa banda (560/55 nm) y un filtro de emisién pasa
banda de 645/75 nm. Las imagenes fueron tomadas con una camara Cool Snap HQ-, y
adquiridas mediante el software Metamorph version 8.0. Se adquirieron imagenes de 512 x
512 pixeles. Para reducir el fotobleaching se redujo el tiempo de exposicién o maximo

posible (a 100 mseg), sin afectar la calidad de las imagenes adquiridas.
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4.3.3 Soluciones utilizadas

Para los experimentos de fluorescencia se utilizaron dos soluciones, la de lavado y la de

estimulacién con alto K cuya composicién se detalla a continuacion:

Solucion standard  (mM): 145 NacCl, 5.6 KClI, 1,2 MgCl, 10 HEPES, 2 CacCl, 10 dextrosa.

Solucion de estimulacion  (mM): se reemplazan, en la solucion de lavado, 50 mM de
NaCl por 50 mM de KCI.

El FM4-64 se adiciona a la solucién de lavado o a la estimulacién a una concentracion
final de 5 uM.

4.3.4 Protocolo basico para la medicién de exodgos

En el laboratorio se desarroll6 un protocolo pensado para poder estimar la exocitosis,
endocitosis y ciclado vesicular durante un mismo experimento frente a despolarizaciones
inducidas por un pulso de 50 mM de KCI (Perez Bay y col., 2007). Se observé que este
estimulo, aplicado durante 3 minutos, es capaz de liberar una proporcion importante del pool
liberable de vesiculas que corresponde a un 20 % la membrana celular (Perez Bay y col.,
2007). En esta tesis, esta metodologia se utilizd solamente para estimar la exocitosis, y por
lo tanto se uso soélo la primer parte de este protocolo (Perez Bay y col.,, 2007). Esta
metodologia experimental se basa en que al aplicar el fluoréforo externamente, su
fluorescencia aumenta dramaticamente cuando este se particiona en la membrana, siendo la
fluorescencia emitida proporcional a la superficie de membrana (Smith y Betz, 1996;
Lagnado y col., 1996). Una vez se alcanza un estado estacionario en la fluorescencia celular
se aplica la solucion de alto potasio (también en presencia de FM) que produce la
despolarizacién de la membrana y la consecuente exocitosis. Al producirse la fusion de
vesiculas, la membrana interna de estas vesiculas se pone en contacto con la solucién
extracelular que contiene el fluoréforo y por lo tanto el fluoréforo ingresa a la membrana. La
cantidad de FM insertado en la membrana, y en consecuencia la sefal fluorescente,

aumenta proporcionalmente a la exocitosis.

El protocolo para la medicion de la exocitosis consta de los siguientes pasos:
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Pre-incubaciéon : Se incuban las células con solucion standard con FM4-64 a una
concentracion final de 5 pM, durante 15 minutos y posteriormente se cambia a la solucion
standard sin fluor6foro por 30 minutos. Al finalizar el lavado la marca que permanece

corresponde al marcado inespecifico.

Incubacion : Se aplica la solucion standard conteniendo FM4-64 nuevamente durante
otros 15 minutos, que es el tiempo necesario para que la sefial de fluorescencia alcance una

medicion estable. El valor de fluorescencia al que llega es tomado como el 100% de la

membrana marcada (Figura 4.11 A (1) ).

Estimulacion : La despolarizacion de la membrana se induce con una soluciéon con K* 50

mM durante 3 minutos, en presencia del fluoréforo. Esto induce exocitosis vy

consecuentemente se observa un aumento en la florescencia (Figura 4.11 A (I1) ).

Lavado : Finalmente el flur6foro es lavado con solucién standard durante 30 min. En
consecuencia, el fluoréforo es removido de la membrana plasmatica pero no de la fraccion

de membrana que habia sido internalizada por endocitosis durante el periodo de
estimulacién (Figura 4.11 A (l11) ). En este trabajo la fase correspondiente a la evaluacion de

la endocitosis no fue analizada.

Figura 4.1- Protocolo para la medicion de la exocitosis metbda fluorescencia de FM4-64A) En
esta figura se esquematizan las distintas faseprdébcolo de medicion de la exocitosis utilizaredio
fluoréforo FM 4-64. El fluoréforo insertado en laembrana (color rojo) fluérese 400 veces mas que
en la solucién acuosa (color azlil)Al terminar de incubar con solucion standard cavi4-64 por 15
minutos se llega a un equilibrio estable que sesitmra arbitrariamente como el 1009%: La

estimulacién de 3 min con"K50 mM aun en presencia del fluor6foro provoca wmanto de
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fluorescencia que se debe a la fusion de vesiculas consecuente aumento de FM4-64 que se
incorpor6 a la membrandll: Al terminar el periodo de lavado realizado conusidn estandar y en
ausencia del fluoréforagB) En la figura se esquematizan los cambios de fluemsa esperados en

un experimento de medicion de la exocitosis paréscencia de FM4-64

4.4 Andlisis de datos y estadistica

4.4.1 Procesamiento de los experimentos electroliigjicos

Los resultados fueron analizados con Microsoft Office Excel 2007 y Origin 7.5 (Microcal

Software, Northhampton, MA).

De todas las mediciones realizadas se descartaron aquellas en las cuales la corriente
medida, cuando la membrana esta en el potencial de holding superaba los 30 pA. Esta
corriente se debe al flujo de iones que se produce cuando el sello no es bueno y se la
conoce como “corriente de fuga”. El valor promedio de los RMS en las mediciones fue de 6

fF, mientras que los valores de las resistencias en serie variaron entre 10 y 15 MQ.

Las integrales de las corrientes experimentales generadas por pulsos despolarizantes de
distintas duraciones desde 5 hasta 150 mseg se calcularon mediante la multiplicacion del
pico de la corriente por la duracién del pulso. El error que se introduce al hacer esta
aproximacion para pulsos cortos esta relacionando con que las corrientes de Ca®* tardan un
tiempo en llegar a su valor maximo, este tiempo se estimé en un valor entre 5 - 7 mseg en
las células cromafines de rata (Hollins y lkeda, 1996). Por lo tanto la sobreestimacion
deberia ser mas notoria a pulsos cortos menores a 10 mseg. Para estimar el error cometido
se compararon los promedios de los valores de integrales de 26 ejemplos que fueron
medidas usando la funcién de integracion del sofware Origin 7.5 y también calculadas por
medio de la aproximacion mencionada. En el primer caso el promedio fue de 1,13 pC,
mientras que en el segundo de 1,21 pC, lo que corresponde a un error del 7 %. En los
pulsos largos, probablemente las integrales se sobreestimen debido a la inactivacion de las
corrientes, sin embargo este efecto empieza a ser importante a partir de pulsos de
duraciones mayores a las utilizadas en esta tesis. A un valor de potencial de membrana de -
90 mV, la inactivacién medida en células cromafines bovinas tiene un tiempo caracteristico
de 250 mseg (Bossu y col., 1991).
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Para medir los aumentos de capacitancia debidos a cada pulso, se promediaron los
valores durante 50 mseg antes y después del pulso. Al terminar el pulso, normalmente la
capacitancia muestra un aumento debido a la exocitosis. Sin embargo se debe considerar
gque inmediatamente luego de finalizado el pulso a veces se observa un cambio transitorio
de capacitancia debido a las corrientes de compuerta asociadas a la deactivacion de los
canales de Na*, efecto que se ve prolongado por la utilizacién de TTX (Horrigan y Bookman,
1994; Moser y Neher, 1997a). Para evitar una sobreestimaciéon de los cambios de
capacitancia por este efecto, en esos casos se promediaron los valores de esta variable

empezando entre 50 y 100 mseg después de terminado el pulso.

4.4.2 Procesamiento de los experimentos de Imaging

Para analizar las imagenes se utilizé el programa Image J, y particularmente una de sus
herramientas que permite seleccionar una region de interés con una forma determinada, que
puede adaptarse perfectamente a de la célula cromafin, que es redondeada o eliptica. De
esta manera se pudo cuantificar la fluorescencia promedio de la célula completa en
unidades arbitrarias, a la que se le sustrajo el valor de fluorescencia basal o background
para cada cuadro o foto. Para obtener el background se utilizé el promedio, para cada
cuadro, de tres zonas oscuras cercanas a la célula. Por otro lado, la fluorescencia
remanente al final de la etapa de pre-incubacion fue sustraida de los valores de
fluorescencia que se obtuvieron durante las otras etapas del experimento, ya que esta es
una medida del marcado celular inespecifico. Todos los valores obtenidos de los
experimentos se expresaron como porcentajes de la sefial fluorescente registrada al final del

periodo de incubacion con FM4-64 (punto I, figura 4.11B).
4.4.3 Estadistica

Los resultados experimentales fueron expresados como medias muestrales + su error
estandar. Para hacer comparaciones entre dos grupos experimentales, se utilizé el test de
Student para dos muestras independientes. Las comparaciones de mas de dos muestras
independientes se realizaron mediante pruebas de andlisis de varianza (ANOVA) realizando
a posteriori contrastes de Bonferroni. Estos test se realizaron mediante el sofware Origin 7.5

(Microcal Software, Northhampton, MA).
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4.5 Reactivos y quimicos

La poli-L-lisina, citosina-1-B-arabinofurandsido, papaina, la albumina sérica bovina, el
ATP y el GTP se compraron a Sigma (St Louis, MO, EEUU); el medio de cultivo Dulbecco
(DMEM), el OPTIMEM, el suero fetal bovino, la gentamicina, penicilina/estreptomicina, son
de GIBCO (Carlsbad, CA, EEUUV). El fluor6foro (FM4-64) fue adquirido a Molecular Probes
(Portland, OR, EEUU). La lipofectamnina 2000 es de Invitrogen. La nitrendipina fue
adquirida a Tocris Bioscience (park Ellsville, MO, EEUU) y la w-Agatoxina IV Ay TTX a
Alomone Laboratories (Har Hotzvim Hi-Tech Park, Jerusalem, Israel). SNX-486 de
PEPTIDES international. Los plasmidos synprint fueron provistos generosamente por el
laboratorio del Dr. Gerald Zamponi (University of Calgary. School of Medicine. Calgary,

Canada).

4.6 Simulaciones computacionales

En esta tesis se realizaron simulaciones de la dindmica del Ca®" y liberacién de vesiculas
para entender el acople de la exocitosis con la estimulacion. La simulaciéon contempla la
entrada del Ca®" por los canales, la difusién tridimensional del Ca?" y la liberacién de las

vesiculas.
4.6.1 Geometria

La simulacién esté confinada en un compartimento cubico de 1 um de lado. Este volumen
corresponde a la seccién de la célula que se encuentra en contacto con la membrana
plasmatica, por lo tanto la cara inferior de este cubo simularia la membrana plasmatica. Las
condiciones de contorno para todos los lados del cubo es de no flujo o reflectiva (Smith GD,
2004).

La entrada de calcio se simula por una fuente Unica en el centro geométrico de la base
del cubo (Figura 4.12A). El sensor de Ca* (S) en las vesiculas se ubicé a una distancia fija
h= 20 nm de la membrana y a una distancia d del canal (Figura 4.12B). El volumen de la

vesicula no se tiene en cuenta en la simulacion.
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A 1 um B

Figura 4.12 - (A) En la figura se representa la geometria cubica\dd@umen considerado
para la simulacion. La fuente de €aesta ubicada en el centro geométrico de la base de
cubo de lado m. (B) Las vesiculas se simularon como puntos en el aspama distancia

d de la fuente y a una altutade la membrana.

4.6.2 Simulacion de las corrientes de calcio

Para simular las corrientes de calcio se utiliz6 un modelo tipo HH de dos compuertas
(Borst Sakmann, 1996). Cada compuerta m tiene una probabilidad a de pasar de su estado
abierto al cerrado, y una probabilidad B para pasar de cerrado a abierto, y ambas dependen
del V,, en forma exponencial (Ecuacion 4.10) Las funciones a y B se obtuvieron de los
ajustes de la activacion y la deactivacion de las corrientes de Ca?* a distintos valores de
voltaje (Borst Sakmann, 1996). La ecuacién 4.11 nos da la probabilidad de que la compuerta
m esté abierta para una estimulacion dada (V en funcién del tiempo). Suponiendo que la
corriente de Ca?* esta formada por 2 compuertas, la corriente total estd dada por la
expresion (4.12) donde gmax Y V: son la conductancia maxima y el potencial de reversién para
el Ca** respectivamente. Estos parametros se obtienen del ajuste de las curvas IV. Los
valores ajustados para el potencial de reversion fue de 46,2 mV y la conductancia maxima
fue de 48 nS.

a,m — a,oe(v INa)

IBm - IBOe
dm
——=a,d-m+
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() = M°g e (V - V) 4.12)

4.6.3 Dindmica del calcio: Difusion y reaccion cdaos buffers

Al ingresar al citosol por los canales, el Ca*" difunde y reacciona con los buffers fijos y
moéviles. La evolucién temporal de las concentraciones en 3 dimensiones para el Ca* y los
buffers (B) se describen por las ecuaciones en derivadas parciales en (4.13). Estas
ecuaciones se resolvieron por diferencias finitas ADI (Alternating Direction Implicit) con el
método implicito y siempre estable de Douglas-Rachford (Ames W F, 1977). En estas
ecuaciones D¢, representa la constante de difusién del Ca?', Dg la constante de difusion del
buffer, kon ¥ ko SON las constantes de ligado y desligado del Ca®" con el buffer, [B] la
concentracion de buffer, F es la constante de Faraday y Ax es la resolucion espacial de la
simulacién que fue de 30 nm. El valor que se usoO para D en las simulaciones es de 220

um?/s que fue medido en ovocitos (Allbritton y col., 1992).

oca” _ (aZ[Ca2+] , 9%[Ca”"]  a*[Ca”
a o axe dy? 0z?

el 28], 0le], o7l

ot Y ox: ay? 972 (4.13)

R=" - kon(ca” ]+ [B]) +koff (8], - [B])

_Ica(t)
FAX®

])+R+|

En el método de diferencias finitas, las ecuaciones son discretizadas en el espacio y en el
tiempo. La longitud total de simulacién es dividida en pasos de lado Ax y numerados de 0 a
N. La concentracion de cada molécula es calculada en cada punto de la grilla para un dado

tiempo.
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4.6.4 Exocitosis

El proceso de fusion fue modelado como un mecanismo no cooperativo de tres pasos
dependientes de Ca®* (4.14). Este esquema simula la presencia de un sensor de Ca?* (S)

con tres sitios de interaccion donde el subindice indica el nimero de calcios ligados al

sensor

3Ca’"k,, 2Ca**k,, Ca’k,, y

S = 8 o S - S

koff 2 koff 3 koff

(4.14)

La probabilidad de pasar de un estado al siguiente es proporcional a la constante kon por
la concentracién de Ca?*, medida en la posicién del sensor Y por el nimero de sitios libres.
La probabilidad de volver al estado anterior dependera del nimero de sitios libres por la
constante ko, independientemente de la concentracion de Ca?'. Cuando los tres Ca* se
ligan al sensor la vesicula es liberada (f) en forma no reversible con una constante y
(Heinemman y col., 1994). Las constantes utilizadas son k.,=8 uM™* seg™, k=105 seg™’ y

y=1 seg™ que corresponde a un Ks=13 pM (Heinemman y col., 1994).
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracteristicas del IRP

5.1.1 Estimacion del IRP

Clasicamente se ha estudiado la respuesta exocitética a pulsos de duracion variable a
modo de estudiar pools vesiculares con diferente probabilidad de liberacion. Una
despolarizacion de mayor duracion genera una entrada de Ca”* mayor, que a su vez
produce una mayor liberacion de vesiculas. La exocitosis del IRP fue clasicamente
estudiada midiendo los cambios en la capacitancia celular (AC,) en respuesta a
despolarizaciones breves con duraciones menores a 100 mseg (Horrigan y Bookman, 1994;
Moser y Neher, 1997a; Voets y col., 1999; Marengo, 2005). En este trabajo observamos que
la aplicacion de pulsos despolarizantes de duraciones crecientes provocan un AC,, que se
incrementa al aumentar la duracién del pulso, aproximandose a un valor de saturacion para
pulsos de 50 mseg (Figura 5.1A). Este comportamiento se interpreté como el resultado del
agotamiento del IRP, y el valor de saturacién se utiliz6 como una estimacion del tamafio de
este pool (Horrigan y Bookman, 1994; Voets y col., 1999; Marengo, 2005). Del ajuste de
estos datos experimentales con una funcién exponencial (Horrigan y Bookman, 1994) se
obtuvo un valor asintético de 33 = 1 fF. Dado que el AC,, en promedio producido por pulsos
de 50 mseg fue muy similar (32 £ 1 fF, n=33), consideramos que este tipo de pulsos
proveen una estimacién confiable del IRP. A partir del mismo ajuste también se estimé una
duracién de pulso caracteristico (1) de 15,7 + 0,8 mseg, que corresponde a una tasa de
liberacion (1/1), de 64 seg™. Por otro lado, la aplicacién de pulsos de duraciones mayores a
50 mseg manifestaron una respuesta que se desvia marcadamente de este comportamiento
de saturacion (Figura 5.1A). Probablemente esto se deba al reclutamiento de vesiculas de
otros pools de mayor tamafio, que pueden estar compuestos por vesiculas mas distantes de
los canales de Ca*" o bien por vesiculas que aun deben sufrir alguna etapa de maduracion

dependiente de Ca®* (Horrigan y Bookman, 1994; Marengo, 2005).

Otro método que ha sido utilizado para cuantificar el tamafio del IRP es mediante la
aplicacion de un protocolo de pulsos pareados de corta duracién formado por dos pulsos de

10 mseg separados por 300 mseg (ver seccidén 4.2.7.1) (Gillis y col., 1996; Voets y col.,
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1999; Alvarez y col., 2008). En la figura 5.1B se muestran trazados representativos de las
corrientes de Ca”** (ICa”) y de los AC,, obtenidos en respuesta a dicho protocolo. Se
observo que el aumento de la capacitancia celular inducido por la segunda despolarizacion
(AC.,) es marcadamente menor que el inducido por la primera (AC), aun cuando las ICa**
activadas en respuesta a ambas despolarizaciones fueron idénticas (Figura 5.1B). Es
importante remarcar que las corrientes promedio, provocadas por el primer (ICa?',) y
segundo pulso (ICa*,) no difirieron estadisticamente entre si (ICa*,=163 + 13 pA vy
ICa®*,=160 + 15 pA, n=84), mientras que AC,, se encontr6 notablemente deprimido
respecto a AC,; (AC,1=23 £ 1fFy AC,,=9 £ 1 fF). Estos aspectos son coherentes con las
asunciones del método para calcular el tamafio del IRP, en el cual se considera que las
entradas de Ca*" producidas por cada pulso deben ser iguales, para que la disminucién de
exocitosis observada para el segundo pulso se deba exclusivamente al agotamiento del pool
en cuestiéon (ver seccién 4.2.7.1). Los AC,, inducidos por este protocolo fueron utilizados
para calcular los limites inferior (Bnn) Y superior (Bnax) de tamafio para el IRP (ver seccion
4.2.7.1) (Voets y col., 1999; Alvarez y col., 2008). Los valores promedio medidos con esta
metodologia, en condicion control, fueron de 32 + 3 fF y 41 + 3 fF para Bnn Y Bmax

respectivamente (Figura 5.2B, valores en EGTA).

A 160 B
i omv — —
() -Som\f =
%BO— { leOmseg
g

40_' o (ii)

: ACrmz - #'i ity i i‘.Julll.'.'l»l'.‘l Wy
"/?#., %3\(? 1 “ﬁlﬂrﬂﬁﬁ” _ |_wf.5 i _.“”If*’ * .,h hrl
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Figura 5.1 - Estimacion del tamafio del IRRA) En esta figura se grafica la relacién entre/dl,,y

la duracion de los pulsos despolarizantes unicdaseeny 200 mseg. El nimero total de experimentos
en esta curva fue de 145. La linea celeste correal ajuste exponencial de la forma A.(f)e
aplicada sobre los puntos correspondientes a doregs de pulsos entre 5 y 50 mseg.(Bhp se

muestra un ejemplo representativo de la respuebtanada ante el protocolo de pulsos pareados
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utilizado para estimar el IRRi) Las IC&" se muestran alineadas en la misma escala templelzdjo
de los pulsos cuadrados de potencial a los que@egesda la célula(ii) Un trazado representativo de

la capacitancia celular en el que se destacan Eslmos de capacitancia producidos por el primer
pulso UC.j) y el segundoAC.,y).

5.1.2 Efecto del buffer rapido BAPTA sobre la extwdis de las vesiculas
del IRP

La eficiencia de las despolarizaciones breves para evocar la exocitosis depende, ademas
de la proximidad de la maquinaria de fusion a la fuente de Ca?*, de las propiedades de los
buffers intracelulares de Ca*". Los buffers se unen al Ca** entrante, reduciendo la cantidad
de Ca* libre. Entre los buffers exdgenos intracelulares mas cominmente utilizados estan el
EGTA (Ethylene Glycol Tetraacetic Acid) y el BAPTA (1,2-Bis(o-AminoPhenoxy)ethane-
N,N,N',N'-Tetraacetic Acid). Estos dos buffers se diferencian en su rapidez para quelar el
Ca’*. BAPTA se conoce como un buffer rapido ya que tiene una tasa para ligarse al calcio
entre 50-160 veces mayor que el EGTA. Sin embargo, ambos tienen un Ky similar con
valores entre 0,1-0,22 (Naraghi y Neher, 1997; Kits y col., 1999; Segura y col., 2000). Por
sus caracteristicas, el BAPTA agregado en la solucion intracelular es capaz de ligar al Ca**
entrante en tiempos muy breves luego de su ingreso al citosol, disminuyendo la
concentracion de Ca®" libre en una region muy proxima a los canales. En consecuencia es
esperable que reduzca el componente secretorio rapido inducido por los pulsos de corta
duracién (Adler y col., 1991). Como el IRP estaria compuesto por vesiculas que se sitlan
cerca de la fuente Ca®", este pool deberia ser mas sensible a BAPTA que a EGTA (Moser y
Neher, 1997a). Esta hipotesis se evalué comparando el efecto de ambos buffers sobre el
tamafio del IRP, siendo agregados ambos a la solucién interna en idéntica concentracion
(0,5 mM) en experimentos independientes. En primer lugar, se estudio el efecto de estos
dos buffers sobre la exocitosis provocada por pulsos despolarizantes de duraciones iguales
0 menores a 50 mseg (Figura 5.2A). En esta figura se puede observar que la aplicacion de
BAPTA reduce marcadamente el tamafio de la exocitosis en comparacion con EGTA, sobre
todo para los pulsos mas cortos. ElI promedio de los AC,, para pulsos de 50 mseg con
BAPTA (22 + 3 fF, n=14) se redujo significativamente (p<0,05) en comparacién con los
observados en presencia de EGTA (32 + 1fF, n=33). Esta diferencia es aln mas notoria para
pulsos de 20 mseg, donde el AC,, con BAPTA (9 £ 2 fF, n=6) se redujo en un 62% (p<0,05)
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comparado con el observado con EGTA (24 + 3 fF, n= 9). También se compararon las
respuestas exocitéticas en presencia de ambos buffers utilizando pulsos pareados para la
estimacion del tamafio del IRP. Los resultados mostraron que el BAPTA redujo
significativamente B, Y Bmax €n comparacion con EGTA (p<0,001) (Figura 5.2B), mientras
que las densidades de las ICa** en ambas condiciones (25 + 4 pA/pF con EGTA en

comparacion con 21 + 4 pA/pF con BAPTA) no mostraron diferencias significativas.

A ® EGTA(0,5mM) —e—Sim. IRP a 30nm + RRP B
m BAPTA (0,5 mM) —=-Sim. IRP a 30nm
30+ s -i
/, 2
.'./
E }
== F 4 —
uE 20 F =
< }-’ (_)E
. S
§
.
10 ; } L .
IRP, ]
] ¥ —< —
30nm  300nm
T A ] I b T 1 L L o
0 10 20 30 40 50 EGTA BAPTA

Duracion del pulso [mseg]

Figura 5.2 - Comparacion del efecto de EGTA y BAPTA sobredaitosis del IRP. Ambos buffers se
agregaron en la solucion interna a la misma conmbn (0.5 mM) y en experimentos
independientes. E(A) se compara la respuesta a pulsos despolarizantedistintas duraciones,
entre 5 y 50 mseg, con EGTA (n=116) y BAPTA (n=%3).respuesta con EGTA sigue un
comportamiento exponencial relacionado con el agi¢ato del IRP. Las lineas punteadas
representan simulaciones de la exocitosis en restpue pulsos de distintas duraciones entre 5y 50
mseg (ver simulaciones-Exocitosis del IRP), comaito solamente al IRP (como un pool de
vesiculas ubicadas a 30 nm) o al IRP sumado abrdst RRP (a 300 nm de los canales dé'Ca
como se esquematiza en el inser(B). Las barras representan los valores dg.B Bnax Obtenidos
por el protocolo de pulsos pareados para estimaP,lRn células con EGTA o con BAPTA. Los
valores de B, vy Bnax fueron significativamente reducidos en presenciaB#PTA (n=13) en
comparacion a los obtenidos con EGTA (n=14) (p<®.05
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5.1.3 Efecto de BAPTA sobre la exocitosis de lasimélas poco acopladas

al estimulo

A diferencia de lo que ocurre con pulsos breves, se observd que cuando las
estimulaciones son largas, e incorporan por lo tanto vesiculas distantes a los canales de
Ca?* (Voets y col., 1998), los buffers EGTA y BAPTA tienen efectos similares sobre la
exocitosis (Moser y Neher, 1997a). Para contrastar con lo observado en la seccién anterior,
probamos el efecto que tienen estos buffers sobre la cantidad de vesiculas liberadas desde
el RRP. Para ello utilizamos el protocolo de pulsos pareados de 100 mseg separados por
300 mseg que fue utilizado por otros grupos para estimar el limite inferior (Bnin) ¥ Superior
(Bmax) de este grupo de vesiculas (Voets y col.,, 1999, Gillis y col.,, 1996). Trazados
representativos de la capacitancia celular y de las ICa** generadas en respuesta a este
protocolo se muestran en la figura 5.3A. En promedio, la exocitosis de RRP estimada por
Bmax Y Bmin NO mostré diferencias entre las células cargadas con EGTA o BAPTA (Figura
5.3B), asi como tampoco se modificaron las densidades de corrientes (23 £ 5 pA/pF con
EGTA vs. 19 + 3 pA/pF con BAPTA).

5.1.4 Trenes de despolarizaciones: Componentesnadtae y pobremente

acoplados

Como se mostro en una seccién anterior, la exocitosis generada por un pulso de 50 mseg
puede ser utilizada como estimacién del tamafio del IRP. La aplicacion de pulsos sucesivos
de dicha duraciéon nos permite también observar el reclutamiento de vesiculas desde los
pools que se encuentran rio arriba de IRP y/o que se liberan desde sitios mas distantes a los
canales (Marengo, 2005). La aplicacion de este tipo de estimulos, también denominados
trenes de despolarizaciones, nos permite diferenciar fases de exocitosis asociadas a
vesiculas mas acopladas y menos acoplados al estimulo (Marengo, 2005). El promedio de
los registros de capacitancia celular obtenidos a partir de la estimulaciébn con trenes
compuestos por 10 pulsos de 50 mseg con un tiempo entre pulsos de 450 mseg (2 Hz) en
células cargadas con EGTA se muestra en la figura 5.3C-i, trazado azul. El analisis del
componente sincrénico del tren (Figura 5.3C-iii, barras azules), entendido como los AC,, que
se generan durante cada despolarizacion (diferencia entre la capacitancia previa a cada

pulso y la inmediatamente posterior a terminado el pulso), muestra que a partir del segundo
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pulso este componente disminuye a la mitad respecto a lo obtenido para el primer pulso.
Dado que es esperable que el primer pulso de 50 mseg libere la mayor parte del IRP, el
resultado obtenido se debe probablemente al vaciamiento de ese pool. Aun cuando la
respuesta sincrénica esta disminuida en los pulsos siguientes, en el trazado promedio se
observd un aumento sostenido de la capacitancia total (Figura 5.3C-i). El aumento promedio
total de la capacitancia generada por la aplicacion de los trenes es de 150 + 23 fF, que

corresponderia aproximadamente a 115 vesiculas (1,3 fF por vesicula).

A 10 mV B
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Figura 5.3 - Comparacion del efecto de EGTA y BAPTA sobre difesecomponentes de la
eXoCitosis (A) La estimacion del tamafio del RRP se realizé meglian protocolo de dos pulsos
pareados de 100 mseg separados por 300 mseg. &ffigagta se muestra un ejemplo de respuesta

representativa a este protocolo para las fC#), y para la capacitancia celulafii). Los limites
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inferior (Bniy) Y superior (Bs) del tamafio del RRP se obtienen a partirAi&,, para cada pulso
(4Cn1 y 4Chg), a partir de las formulas detalladas en métodssc€ion 4.2.7.1)(B) Las barras
representan el promedio de los valores limites prRRP. En este grafico se compara el efecto de
EGTA (n=11) contra el buffer rapido BAPTA (n=12)nbos dializados a una concentracion de 0.5
mM. (C)(i) Trazado de cambios de capacitancia celular promeitiducida por un tren de
estimulaciones, utilizando como buffer intraceluBGTA (h=10) o BAPTA (n=9), ambos a una
concentracién de 0.5 mM. El tren de estimulaciormssta de 10 pulsos de 50 mseg separados por
450 mseg, que se representa alineado debajo dehdmde ¢ (i) En el diagrama de barras se
representan las densidades de las4@eomedio de cada uno de los pulsos que compongerel
Los resultados no mostraron diferencias entre lafdns a lo largo de los 10 pulsdgi) Las barras
representan l0sAC,, sincronicos en funcién del pulso en ambas condeésode buffers. Los
resultados mostraron una diferencia significativa &s cuatro primeros pulsos (p**<0.001,

p*<0.05) entre las dos condiciones.

El protocolo de estimulacion explicado en el parrafo anterior también se aplicé en células
en las cuales se utilizé BAPTA como buffer intracelular en reemplazo de EGTA a la misma
concentraciéon (0,5 mM). La estimulacion provoco un AC,, similar a los controles con EGTA
(Figura 5.3C-i), y la densidad de ICa** mostr6 valores y un perfil de inactivacion también
similares (Figura 5.3C-ii). Sin embargo, la presencia de BAPTA provocé una disminucion
clara de la exocitosis durante los primeros pulsos del tren (Figura 5.3C-i). El andlisis de la
respuesta exocitotica sincrénica mostr6 una reduccion significativa durante los primeros
cuatro pulsos (p<0,05), pero no se observaron diferencias en los pulsos sucesivos (Figura
5.3C-iii).

5.1.5 Discusion

En esta seccion se analizaron las caracteristicas del IRP en células cromafines de raton
en cultivo. EI IRP se evidencié como un proceso exocitotico rapido que se satura con pulsos
despolarizantes de aproximadamente 50 mseg, estimandose un valor asintotico de 33 + 1
fF. A su vez, a partir del protocolo de pulsos pareados (Moser y Neher, 1997a; Alvarez y
col., 2008) se obtuvieron valores para IRP entre 32 + 3 fF y 41 + 3 fF. Las estimaciones del
IRP obtenidas por ambos métodos son similares, y corresponden a un nimero entre 24-34
vesiculas, suponiendo que cada vesicula aporta con 1,3 fF (Moser y Neher, 1997b). Los

valores medidos del tamafio del IRP suelen variar dependiendo de los distintos preparados
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de células cromafines. En rodajas de glandula adrenal de ratén se estim6 un IRP de 35
vesiculas (Voets y col., 1999), 17 vesiculas en células de rata en cultivo (Horrigan y
Bookman, 1994) y 14 vesiculas en células bovinas en cultivo (Gillis y col., 1996). La tasa de
exocitosis qué obtuvimos a partir de nuestros resultados en células de ratén, medida a
través del ajuste exponencial de la exocitosis en respuesta a pulsos < 50 mseg, fue de 64
seg™. Este valor es mayor a los observados en células de rata y vaca en cultivo (20 seg™)
(Horrigan y Brookman, 1994; Marengo, 2005) pero menor al obtenido en rebanadas (150
seg™) (Voets y col., 1999; Moser y Neher, 1997a). Estas diferencias en tamafio de IRP y
tasa de liberacibn se deberian en parte a que las células en condiciones fisiologicas
mantendrian un mayor acople entre las fuentes de Ca? y las vesiculas liberables, lo cual se
perderia parcialmente en el cultivo (Moser y Neher, 1997a). Sin embargo es de notar que
tanto la tasa de liberacidbn como el tamafio de IRP determinados por nosotros se ubicaron
debajo de los valores obtenidos en rebanadas, pero bien por arriba de los registrados en

células bovinas y de rata.

Por otro lado, el tamafio estimado del total de RRP (que incluye a IRP) medido por el
protocolo de pulsos pareados, se ubicé entre cotas de 98 + 15 fF y 140 + 17 fF, que
corresponde a un numero de vesiculas entre 75 y 107. Este valor es inferior a resultados
obtenidos por otros autores con el mismo protocolo pero en rodajas de médula adrenal de
raton, en los cuales el RRP fue acotado entre 120 y 150 vesiculas (Voets y col., 1999), y a
su vez inferior a las estimaciones obtenidas en experimentos que combinan la técnica de
liberacion de Ca** por flash photolisis del Ca** enjaulado y las mediciones de capacitancia

gue fueron entre 125 -140 vesiculas (Voets y col. 1999; Ashery y col., 2000).

La respuesta exocitética a una sucesion de estimulos despolarizantes en un tren de 10
pulsos aplicados a una frecuencia de 2 Hz evidenci6 la diferencia de acoplamiento con el
estimulo que existe entre el IRP y el resto de las vesiculas del RRP. Este tipo de resultado
es similar a lo informado en la literatura (Augustine y Neher, 1992; Marengo, 2005). El
primer pulso activaria la fusion del IRP, mientras que los pulsos siguientes, gracias a un
proceso de suma temporal, lograrian generar un aumento de calcio a mayor distancia de los
canales, con lo cual se secretarian vesiculas mas distantes (Voets y col., 1999; Marengo,
2005). El AC,, alcanzado después de 10 despolarizaciones fue en promedio de 150 + 23 fF,
que corresponderia aproximadamente a 115 vesiculas. Este protocolo liberé un ndmero
ligeramente superior de vesiculas en comparacion a las estimaciones realizadas en esta

tesis por medio del protocolo de pulsos pareados para el RRP. Es posible, que esta
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diferencia se deba a que con este estimulo, que dura varios segundos, se puedan movilizar

también vesiculas del SRP.

Los resultados experimentales muestran una diferencia de sensibilidad entre las
vesiculas del IRP y el resto del RRP al buffer radpido BAPTA. El buffer rpido BAPTA ha sido
ampliamente utilizado para estudiar el nivel de acoplamiento espacial entre las fuentes de
Ca? y las vesiculas (Kits y col., 1999; Neher, 1998; Meinrenken y col., 2002). Si las
vesiculas se ubican a distancias cercanas a los canales, un buffer lento como EGTA no
deberia afectar la liberacion simplemente porque no es lo suficientemente rapido para
interceptar al Ca®" antes de que llegue al sensor en la vesicula (Neher, 1998). Mientras que
la situacion es distinta cuando un buffer rapido como BAPTA, que tiene una constante de
afinidad (kon) 100 veces mayor que EGTA, es introducido. En ese caso BAPTA se pega al
calcio antes que llegue a la vesicula y por lo tanto reduce la liberacion de un componte
secretorio altamente acoplado. Por otro lado, frente a despolarizaciones prolongadas que
generan entradas de calcio sostenidas, es esperable que la reaccion de union del BAPTA
con el Ca* tienda al equilibrio. En el equilibrio, como el EGTA y BAPTA tienen constantes
de afinidad (Ky) similares (0,1 — 0,2 uM), sus efectos se asemejaran. Coherentemente con
esto, efectos similares entre BAPTA y EGTA se observaron cuando se aplicaron
despolarizaciones prolongadas o trenes (al final de los mismos), los cuales son capaces de
liberar no solo las vesiculas del IRP sino que también practicamente todas las del RRP. La
distancia efectiva entre los canales y las vesiculas a la cual el buffer BAPTA afecta la
liberacion se estimo6 en aproximadamente 30 nm y a partir de una distancia mayor a 200 nm
los buffers tendrian efectos similares (Neher, 1998A). Por lo tanto los resultados obtenidos
en esta seccion soportan la existencia de una alta colocalizacién entre los canales de Ca*' y

las vesiculas del IRP, y una acople pobre con el resto vesiculas que conforman el RRP.

Teniendo en cuenta las evidencias obtenidas en esta seccidn se propone un modelo (ver
seccion A.2.1 y seccion 4.6) en el cual las vesiculas del IRP, que corresponden a un 27%
del RRP (segun nuestros resultados), se encontrarian ubicadas en sitios cercanos a los
canales de calcio (30 nm), a diferencia de las demas vesiculas del RRP que se encontrarian
a 300 nm (Segura y col., 2000 y Klingauf y Neher, 1998). Una simulacién suponiendo estas
distancias reproduce la curva experimental de manera muy satisfactoria (ver figura 5.2A,
linea punteada color naranja). Cuando las simulaciones se realizaron considerando
solamente las vesiculas del IRP se obtuvo un resultado muy similar (ver figura 5.2A linea
punteada color verde). La similitud entre estas dos simulaciones sugiere que las vesiculas

menos acopladas del RRP (que no forman parte de IRP) tendrian poca participacion frente a
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pulsos de duraciones menores a 50 mseg Para poder simular satisfactoriamente la
exocitosis obtenida experimentalmente, se debid ajustar el valor de la ICa** (que entra desde
una fuente puntual por cada ym® de membrana) a un valor de 0,3 pA (ver seccién A.2.1). Por
otro lado, la corriente de canal Unico en células cromafines se estimo6 por andlisis de ruido
en 50 fA (Fenwick y col., 1982; Klingauf y Neher, 1997). La comparacion entre el valor de
corriente de canal Unico y el valor ajustado en la simulacion implicaria que un cluster de 6
canales seria el responsable de la liberacién del IRP. La existencia de clusters acoplados a
la liberacion del IRP es consistente con otros resultados obtenidos a través de simulaciones
probabilisticas del tipo Monte Carlo (Gil y col.,, 2000; Segura y col., 2000). Segun estos
autores la corriente necesaria para liberar la fase rapida (asociada al IRP) de la respuesta
bifasica observada en células cromafines frente a un tren de despolarizaciones, es

compatible con la entrada de calcio por un cluster de 4 canales (Segura y col., 2000).

5.2 Canales de calcio asociados al IRP

Las evidencias experimentales obtenidas para la tesis de licenciatura de la autora de esta
tesis doctoral mostraron que las vesiculas del IRP estan especificamente acopladas a
canales de Ca®" de tipo P/Q (ver capitulo 2). Este resultado fue reevaluado en esta tesis con
la utilizacién del bloqueante especifico del canal P/Q, w-agatoxina IVA (Aga) a una
concentracion de 200 nM. Primero se repitieron los experimentos en los que se analizo el
efecto de la toxina sobre la exocitosis inducida por el protocolo de pulsos pareados para
estimar el IRP. En la figura 5.4A se muestra un ejemplo representativo de la respuesta en
presencia del bloqueante. El tratamiento produjo una reduccién moderada pero significativa
en la densidad de ICa** (p<0,05) (Figura 5.4B-i), y una reduccién muy marcada de la
exocitosis de vesiculas provenientes del IRP (p<0,001) respecto a la condicién control

(Figura 5.4B-ii), confirmando el resultado obtenido anteriormente (ver figura 2.1).

En los resultados previos se observo que ademéas de la muy importante contribucion de
los canales P/Q a la exocitosis de IRP, existiria una cierta participacion de la ICa** de tipo R
en la exocitosis de dicho pool. Dicha conclusién provino de la inhibicion significativa de la
liberacion del IRP por la aplicacion del bloqueante del canal R, SNX-486 (Snx) (ver figura
2.1). Sin embargo se han detectado efectos cruzados de esta droga sobre canales P/Q
(Arroyo y col., 2003), sugiriendo la posibilidad de que en nuestros experimentos previos
(donde los blogueantes se aplicaron de manera independiente) hubiésemos observado en

realidad las consecuencias de un bloqueo parcial de los canales P/Q. Para analizar mas
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cuidadosamente esta posibilidad se estudio si la aplicacién conjunta de Snx+Aga mostraba
un efecto aditivo o no entre ambos bloqueantes. Por otro lado, también quisimos confirmar la
aparente falta total de efecto de los canales L sobre la exocitosis de IRP. Por lo tanto se
aplicaron en forma secuencial en cada experimento, luego de obtener un registro en
condiciones control, primero Aga (200 nM) + Snx (1 uM) y finalmente Nitrendipina (Nitre) (10
UM) para bloquear los canales L. Un ejemplo representativo de la respuesta en estos
experimentos se muestra en la figura 5.4C. En promedio, se observdé que al agregar
Snx+Aga la exocitosis disminuyd a un 30% y la densidad de corriente a un 40%, mientras
que el agregado de Nitre eliminé totalmente las corrientes (Figura 5.4D-i y 5.4D-ii) sin
afectar el IRP, quedando una fracciéon remanente de aproximadamente 5 fF (Figura 5.4D-ii).
Estos resultados muestran que la inhibicion de la exocitosis con Snx+Aga no se diferencia
de lo obtenido previamente con Aga sola (ver comparacion de porcentajes de inhibicién en
figura 5D-ii). Ademas confirman que el bloqueo de los canales L, si bien tiene un importante
efecto sobre las corrientes no es capaz de reducir adicionalmente al IRP por debajo de lo
obtenido con Aga o con Aga+Snx. Estos resultados por lo tanto, refuerzan el concepto de

gue son los canales P/Q los principales responsables de la exocitosis de IRP.
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Figura 5.4 - Participacion de los subtipos de canales de caémiolas corrientes y la exocitosis del
IRP.(A) En la figura se muestra un ejemplo del efectdbttdueante del canal P/@-agatoxina-IVA

a 200 nM (Aga) sobré) las IC&" y (ii) el trazado de capacitancia en respuesta al prdoate
pulsos pareados que permiten la cuantificacionIB& (B) Los diagramas de barras representan el
promedio de(i) las densidades de |€ay de(ii) los valores de By Y Bnin €n condicion control y con

el agregado de Aga. Los resultados muestran quelogjueante (n=8) tuvo un efecto inhibitorio
significativo (p<0.05) sobre las densidades de ismtes cuando se lo comparé con experimentos

realizados en condiciones controles (n=6), y genend inhibicion mucho més importante en la
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exocitosis de IRP (p<0.001f) En esta figura se muestra un ejemplo representatieoun
experimento en el que se evalud la exocitosis,qmama por el protocolo de pulsos pareados en
presencia de los distintos bloqueantes de can&kgxperimento consistié en medir el IRP (&n
condiciones control(ii) en presencia de Aga+Snx y finalmente @on Aga+Snx+Nitre(D) En estos
diagramas de barras se muestran los valores mettdss corrientegi); y para las cotas maxima y
minima del IRRii) obtenidos en estos experimentos, expresados cormenpaje del control. Para su
comparacion se incluye en dicho diagrama el porajentle inhibicion obtenido en los experimentos

en los que se utilizé solamente Aga como bloqudbateas rayadas).

Es esperable que la aplicacion de los bloqueantes de los subtipos de canales de Ca**
produzca una reduccién relativa en la 1Ca?" equivalente a la proporciéon en la que cada
subtipo de canal participe en la ICa®" total en condiciones control. En presencia del
bloqueante del canal P/Q, Aga y del bloqueante del canal L, Nitre, las densidades de I1Ca?
muestran una reduccién del 44% y del 56% respectivamente con respecto al control (ver
figura 2.1). Por otro lado, los experimentos descriptos anteriormente (Figura 5.4D) sugieren
gue el efecto observado para Snx se deberia fundamentalmente a un bloqueo parcial de los
canales P/Q. Por lo tanto pareceria que practicamente la totalidad de las ICa** estarian
formadas por estos dos subtipos de canales. Sin embargo, poder interpretar como una
reduccion de la ICa®" afecta a la exocitosis no es tan sencillo. Dado que la dependencia de la
exocitosis con la corriente no es lineal, una reduccién modesta en la ICa*" podria generar un
efecto mas notable en la exocitosis. Para tratar de solucionar esta dificultad se compard, en
lugar de la exocitosis directamente, la eficiencia en la liberacién entre las toxinas, la cual se
definié6 como la relacién entre exocitosis y la integral de ICa** (QCa?"). Para cada condicién
(Control, Aga y Nitre) los experimentos en los que se midieron AC,, provocados por pulsos
despolarizantes de distintas duraciones, entre 5 y 50 mseg, fueron ordenados en funcién de
la QCa?*" y promediados en grupos de forma de tener en cada promedio un nimero similar
de experimentos. Se utilizaron mediciones resultantes de pulsos < 50 mseg para enfocarnos
solamente en la exocitosis de vesiculas pertenecientes a IRP. Los resultados obtenidos por
este andlisis se muestran en funcién de la QCa?" en la figura 5.5A-i. En los tres casos, los
AC,, en funcién de las QCa?* mostraron una dependencia exponencial. La aplicacién de Aga
redujo la amplitud de la exocitosis en todo el rango de QCa?*, mientras que Nitre produjo el
efecto opuesto, aumentando la amplitud en todo el rango. En la condicién control la
respuesta muestra un comportamiento intermedio entre los dos tratamientos. Estos
resultados se pueden interpretar por las diferencias en la cantidad de calcio necesaria para

producir la exocitosis de un determinado nimero de vesiculas dependiendo del acople entre
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los canales y las vesiculas en cada condicion. Esta hipotesis se esquematiza en la figura
5.5B. En este dibujo el grado de acople de las vesiculas (circulos naranjas) se representa
por la distancia a los canales de Ca”, y la cantidad de Ca** necesaria para generar la
liberacion de estas vesiculas por la extension de la sefial de Ca** (puntos rojos). Al bloquear
el canal L, la exocitosis se produciria solamente por la corriente que ingresa por los canales
P/Q, y debido al alto acople que tendrian estos canales con las vesiculas del IRP, la
cantidad de calcio entrante necesaria para generar una dada exocitosis deberia ser menor.
Contrariamente, al bloquear los canales P/Q, la entrada de Ca?" necesaria para generar una
exocitosis equivalente sera mucho mayor, ya que dicha entrada se produce por lo canales L,
mas distantes de las vesiculas. Consistentemente con esta interpretacion, la integral de
corriente necesaria para generar un AC.,, que corresponde aproximadamente a la mitad del
IRP (16 fF), fue de 1,9 pC en controles, de 0,7 pC con Nitre, y de 5,6 pC en presencia de
Aga. La relacion 5,6 / 0,7 = 8 da una idea aproximada de la diferencia en eficiencia existente
entre canales P/Q y L. Otra forma en que se evaluaron las eficiencias para la liberacion de
vesiculas entre canales P/Q y L fue a través de las pendientes iniciales de las curvas de la
figura 5.5A -i, para lo cual se realizaron ajustes lineales para los primeros 3 puntos de cada
curva. Los valores obtenidos para dichas pendientes fueron 9,4 + 0,7 fF/pC en la curva
control, 26 + 3 fF/pC para Nitre y 4,2 + 0,6 fF/pC para Aga, donde puede notarse
nuevamente como los canales P/Q resultan marcadamente mas eficientes que los L.
Finalmente, los promedio de las eficiencia de la liberacion en toda la curva, calculadas como
los AC,, sobre la QCa* para todos los valores medidos de integrales, es significativamente
reducida con Aga (p<0,05) y aumentada con Nitre (p<0,05) en comparacion con la obtenida

en células controles (Figura 5.5A-ii).
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Figura. 5.5 - Diferencias en las eficiencias para generar exisift entre los canales P/Q y (4) (i)
LosAC,, en funcién de QC4 provocadas por pulsos despolarizantes de durasiemére 5y 50 mseg
en condiciones Control, en presencia de Aga (200na® Nitre (10um). En cada condicion, de un
numero total de experimentos independientes (njosmaron grupos de numero parecidos de
experimentos (N). Los promedios de cada grupo acerr estandar tanto en la Q€acomo en el
AC,, son los que se representan como circulos llenda égura. En controles n= 130 y N= 16-20,
con Aga n=45y N=5-7 y por ultimo con Nitre n=45y5-7. En lineas llenas continuas superpuestas
a los valores experimentales se representan losteguineales, con ordenada al origen igual a cero,
que se realizaron tomando los tres primeros putb®sada curva (ver valores en el text(i). El
diagrama de barras representa el valor promedidaleficiencia de liberacion obtenida para cada
una de las tres condiciones experimentales, coreldeion entre la exocitosis y la Q€para todos
los valores de QC4 medidos. Mientras que Aga reduce la eficienciaifizativamente (p<0,05),
Nitre la aumenta significativamente (p<0,05) redpea los controles.(B) En el esquema se
esquematiza la diferencia en el acople de los pabtide canales con la liberacion del IRP. Las
vesiculas liberables (circulos naranjas) se enamiin altamente acopladas al canal P/Q y
pobremente acopladas al L.
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5.2.1 Discusion

El IRP, se defini6 como un pool compuesto por vesiculas que se ubican en la proximidad
de los canales de calcio. Frente a esto, a su vez se plantean dos posibilidades. Una
posibilidad es que esta proximidad se debiera a una distribucion al azar de vesiculas
alrededor de los canales. Esta hip6tesis fue seriamente cuestionada a partir de simulaciones
computacionales (Klingauf y Neher, 1998; Segura y col., 2000), las cuales demostraron que
una distribucién al azar de vesiculas y de canales no explica la respuesta bifasica que se
observa en respuesta a un tren de despolarizaciones (Horrigan y Bookman 1994; marengo,
2005). La otra alternativa seria la existencia de una cierta interaccion especifica entre un tipo
de canal particular y las vesiculas. Esta situacion implica que la secrecién del IRP este
preferencialmente acoplada con un tipo de canal particular de Ca®*. Esta posibilidad fue
estudiada en la tesis de licenciatura de la autora de esta tesis doctoral, y se concluyd que
las vesiculas del IRP se acoplan preferentemente a los canales P/Q (ver capitulo 2). En esta
seccion de resultados se sumaron nuevas evidencias experimentales a esta hipétesis. Los
resultados experimentales mostraron, a las claras, una marcadamente mayor eficiencia de
liberacion vesicular para los canales P/Q que para los L. Los resultados por otro lado
muestran una practicamente total falta de participacién de los canales L en la liberacién de
IRP: en primer lugar el blogueo solitario de estos canales no afectd significativamente la
exocitosis de IRP (ver figura 2.1); y en segundo lugar la aplicacion de Nitre no logré reducir
adicionalmente al IRP por debajo de lo obtenido con Aga o con Aga+Snx (ver figura 5.4D en

la seccion 5.2).

Se analiz6 también la posible participacion de los canales de tipo R en la liberacion de
IRP (ver figura 2.1). Nuestros resultados estan de acuerdo con las observaciones de Arroyo
y col. (2003), donde demostré que 0,3 UM Snx bloqueaba a los canales de calcio tipo P/Q.
Dado que Snx+Aga no genera un grado de inhibicion de la exocitosis de IRP que supere al
obtenido con Aga solo, ni tampoco provoca un mayor bloqueo de la ICa**, creemos que al
menos una parte importante del efecto obtenido de Snx sobre IRP probablemente se deba a

una accion sobre los canales P/Q.

Nuestra hipétesis, que plantea que los canales P/Q son los responsables fundamentales
de la existencia de IRP, es apoyada también por evidencias obtenidas por otros
investigadores, los cuales observaron un alto acoplamiento del canal P/Q con la exocitosis.
Primero, Aga inhibié mas eficientemente la exocitosis en células cromafines bovinas cuando

la concentracién extracelular de Ca?* era baja (0,5 mM), en comparacién con una
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concentracion alta (5 mM) (Lara y col., 1998). A concentraciones bajas de Ca** extracelular
se supone que se favorece la formacion de una sefal de calcio mas restringida alrededor de
los canales, que inducird la liberacion de solamente las vesiculas mas cercanas. Por lo tanto
la inhibicién de un canal altamente acoplado a la exocitosis se evidenciard mejor bajo dicha
condicion. Por otro lado, se observd en rebanadas de la glandula adrenal de raton que la
exocitosis en respuesta a PAs era altamente sensible a la aplicacién de Aga (Chan y col.,
2005).

5.3 Mecanismo de acople entre los canales P/Q wikasiculas del
IRP

En esta seccién, nos propusimos estudiar la posibilidad de que el acople funcional entre
las vesiculas del IRP y los canales de Ca?' tipo P/Q se genere a través del sitio de
interaccion synprint. Se ha demostrado en neuronas que la secuencia aminoacidica
intracelular synprint de la subunidad a; del canal P/Q y del canal N interaccionan con las
proteinas de la maquinaria exocitética (Catterall, 1999). Esta interaccidn contribuye a la co-
localizacién espacial de las vesiculas sinapticas con esos canales, de manera tal de
aumentar la eficiencia en la liberacion (Mochida, 1996; Zu-Cuelgue Sheng y col., 1998;
Mochida y col., 2003). Esta posibilidad fue estudiada transfectando nuestras células
cromafines con un plasmido pIRES2-EGFP que contiene la secuencia del péptido del
synprint (ver seccion 4.1.3). Las células positivamente transfectadas pueden ser
identificadas por la fluorescencia asociada a EGFP (Enhance Green Fluorescente Protein).
Se espera que el agregado exogeno del péptido synprint compita con la secuencia

enddgena de éste en el canal, produciendo el desacople de la interaccion vesicula-canal.

5.3.1 Exocitosis del IRP en células transfectadas cynprint

En cada cultivo, las células transfectadas que expresaron las proteinas (Syn®) fueron
identificadas por la fluorescencia asociada a EGFP (ver seccion 4.1.3). Los valores de las
ICa® y de la exocitosis medidas en células Syn* fueron comparados con dos condiciones
controles: células no fluorescentes (Syn) que compartieron el mismo tratamiento de
transfeccion que las células Syn*, y células transfectadas con un plasmido idéntico pIRES2-

EGFP pero sin la secuencia synprint, obtenidas de cultivos independientes.
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Figura 5.6 - Efecto de péptido synprint exdgeno sobre la libém del IRP.(A) Ejemplos de los
trazados de capacitancia y las [€drente al protocolo de pulsos pareados(®rSyny (i) Syr. (B)
Comparacion del efecto del synprint entre los aales (células transfectadas con EGHPGFP,
n=7), células no transfectadaSyn, n=30)) y las células transfectadas con synprint /EGEy1,
n=14), y transfectadas con synprint/EGFP con agregad@®@0 nM de AgaSyri + Aga, n=7. (i)

Las barras, que representan las densidades deeades en todas estas condiciones, no muestran
diferencias entre si la aplicacion de Aga redujodensidad de corriente en un 35%, aunque esta
diferencia no llegé a ser estadisticamente sigaiifi@ (p < 0,1).(ii)) En este diagrama de barras se
representa los valores de,BY B La inhibicion del IRP es significativa en Synen Syi+Aga
(p<0,005) con respecto a ambos controles, mienttas no se hallaron diferencias ni entre los

controles, ni entre Syry Syr+Aga.

95



Resultados y discusion

El tamafio del IRP fue medido en células Syn®*, Syn" y EGFP utilizando el protocolo de
pulsos pareados descripto anteriormente. En la figura 5.6A se muestran ejemplos de
trazados representativos de capacitancia y ICa®* obtenidos en respuesta a este protocolo
para condiciones Syn" y Syn". Comparando estos ejemplos se puede observar que frente a
ICa®* similares hay una importante inhibicién en la exocitosis del IRP en el Syn' en
comparaciéon con el Syn. En promedio, la densidad de las 1Ca®" no difirieron
significativamente entre las dos condiciones controles (Syn” y EGFP), como tampoco entre
dichos controles y a las células Syn* (Figura 5.6B-i). Sin embargo, en cuanto a los AC,, de
estos experimentos, se puede observar que las células Syn* presentaron un tamarfio de IRP
marcadamente mas pequefio con respecto a ambas condiciones control (Figura 5.6B-ii),
(p<0,005). Estos datos sugieren que el acople funcional entre los canales P/Q y las
vesiculas del IRP es interferido por la expresion del péptido synprint libre exégeno, lo que en
consecuencia inhibiria la liberacién del IRP. En coherencia con esta interpretacion, el uso
del bloqueante especifico del canal P/Q Aga en las células Syn* (Syn" + Aga) no modifico la

exocitosis residual del IRP medida en las células de Syn" (Figura 5.6B-ii).

También analizamos el efecto de la transfeccion del péptido synprint sobre la eficiencia
de la entrada de Ca*" para inducir la exocitosis del IRP. Los AC,, provocados por pulsos
despolarizantes con duraciones entre 5 y 50 mseg fueron agrupados de la misma forma que
en la figura 5.5A-i y graficados en funcién de la QCa** para células Syn* y Syn™ (Figura
5.7A). En estas condiciones experimentales, la exocitosis fue claramente reducida en las
células Syn® respecto a los valores obtenidos para Syn en todo el rango medido. La
eficiencia promedio de toda la curva en cada condicion, resulté ser de 8,0 £ 0,5 fF/pC para
Syn'y 4,4 + 0,2 fF/pC para Syn” (p<0,001). Ademas, el comportamiento observado para Syn’
y Syn® fue similar al observado en células Control (linea negra continua) y con Aga (linea
gris continua) respectivamente, como se puede observar en la figura 5.7A. Estos resultados
indican que el bloqueo de los canales P/Q o la interferencia de la interaccion canal-vesicula
producen efectos similares sobre exocitosis del IRP. En el grafico de la figura 5.7B se intent6
representar esta hipotesis. Mientras que Aga bloquea la fuente de Ca®* asociada al IRP, el
agregado del péptido synprint produciria un desacoplamiento entre las vesiculas y los
canales de este pool vesicular (Figura 5.7B). Las vesiculas, una vez desacopladas por el
synprint se ubicarian a distancias mayores respecto de los canales disminuyendo su
probabilidad de liberacién (Figura 5.7B). Para estimar la distancia promedio a la cual se
ubicarian estas vesiculas respecto de lo canales se generaron simulaciones ubicando las
vesiculas del IRP a distintas distancias del canal (d) (ver seccion A.2.2). La condicion control

es ajustada satisfactoriamente por una simulacion en la que las vesiculas se ubican a 30 nm
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del canal (Syn’), mientras que una distancia de 60 nm del canal es la que mejor reproduce

los valores experimentales del Syn* (Figura 5.7 A). Es posible que el agregado de synprint

no llegue a desacoplar el total de las vesiculas del IRP, mas aun en la figura 5.6B-ii se

observa un remanente ~8 fF en las células Syn’. Este remante representa el 40 % del valor

control. Una simulacién dejando un 40% fijo en la posicion a 30 nm y llevando al resto de las

vesiculas a 100 nm se aproxima mucho mejor al comportamiento de los valores

experimentales (Figura 5.7A).
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Figura 5.7 - Efecto del synprint sobre la exocitosis generada pulsos despolarizantes de corta

duracién (A) Cambios de Gen funcion de la QC8para células Syhy Syn En cada condicion, de

un numero total de experimentos obtenidos paraalaspaciones de duraciones 50 mseg (n) se

formaron grupos de numero (N) parecidos de experio®e Los promedios de cada grupo con su

error estandar tanto en la integral como e, son los que se representan como circulos llenos en

la figura. En Synn= 40 y N= 4-7 y en Sym=20 y N=3-5. Las lineas sélidas conectan los redo

experimentales obtenidos en condiciones controfjrgjey en presencia de Aga (gris) para los

experimentos representados en la figura 5.5A. llmasak punteadas representan el resultado de

simulaciones de la exocitosis de las vesiculagRIg) variando la distancia (d) de estas vesicullas a

canal para evaluar el efecto del synprint sobréR#®P. Tomando una distancia Unica de 30 nm (linea

punteada celeste) y una de 60 nm (linea punteasga) ree obtiene una buena reproduccion de los

valores de Syry Syii respectivamente. Sin embargo una mejor reproduad#ios valores para Syn

se observa cuando se supone que el 40% de lasilsséstan ubicadas a 30 nm y el resto a 100 nm

(linea punteada naranja)B) El esquema representa el efecto hipotético quedasfeccion y la

aplicaciéon del blogueante del canal P/Q generanrsola exocitosis de las vesiculas altamente
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acopladas del IRP. El péptido exdgeno (6valos dina)idesplazaria por competencia las vesiculas

del IRP a una distancia d del canal. Mientras quaAloquea la entrada de calcio por el canal P/Q.

5.3.2 Efecto de la transfeccion con synprint solbms corrientes de calcio

Ademas de la ya mencionada participacion de synprint en la colocalizacion de las
vesiculas y los canales de Ca*, la interaccion entre el synprint y las proteinas del complejo
SNARE también fue implicada en la modulacion de los canales de Ca® y en la localizacion
de los mismos en la membrana plasmatica (Zhong y col., 1999; Mochidas y col., 2003;
Zamponi, 2003; Jarvis y Zamponi, 2005; Jarvis y Zamponi, 2007). En resultados previos de
nuestro laboratorio (ver figura 2.1) se observd que méas del 50% de la ICa®* en nuestras
células es proporcionada por el canal tipo L, mientras que el resto es proporcionado
principalmente por los canales P/Q. Por otro lado, no se observé ninguna evidencia de la
presencia de los canales de Ca** tipo N (Alvarez y col., 2008). Utilizamos el bloqueante del
canal L (Nitre) y del P/Q (Aga) para estudiar la contribucién de estos dos subtipos de
canales de Ca®" a la corriente total, en células Syn* en comparacién con las células no
transfectadas. En la figura 5.8A se grafica el pico de la ICa?* en funcién del voltaje aplicado
(curva I-V) en células Syn® no tratadas con ninguna droga, en células Syn’ incubadas con
Aga (Syn® + Aga), y células Syn® incubadas con Nitre (Syn" + Nitre). Mientras que Aga
redujo perceptiblemente las ICa?" en células Syn* (hasta el 68 %, medido en el pico maximo,
a +10 mV), un efecto mayor fue observado con Nitre, que redujo las ICa*" hasta el 30 % de
Syn®. Por otro lado, en la figura 5.8B, se representan las curvas |-V obtenidas bajo las
mismas situaciones experimentales que en la figura 5.8A, pero para células no
transfectadas. Para estas Ultimas Aga y Nitre redujeron a las ICa*" al 68% y 33% de los
valores controles, respectivamente (Figura 5.8B). Podemos observar que las contribuciones
relativas de los subtipos de canales de Ca® a la ICa** total en Syn" son similares a los
obtenidos en las células control. Estos resultados confirmaron que los canales tipo L son las
dominantes en nuestra preparacion, y ademas demostraron que la transfeccion del synprint
no modificé la proporciéon en la que participan estos dos los subtipos de canales en la

corriente total.
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Figura 5.8 - Efecto de la transfeccién con el péptido synpeimtas IC&*. Pulsos despolarizantes con
una duracion de 50 mseg desde un potencial de miamtnto de -80 mV hasta potenciales entre -60
y +50mV a intervalos de 10 mV fueron aplicados élulas transfectadas con synprint (Syg en
células controles (sin protocolo de trasfeccion). &nbas condiciones las células fueron incubadas
con Aga (200 nM) o con Nitre (10uM) por lo menosadte 5 minutos y luego se aplicé el mismo
protocolo en experimentos independientes. En lédiogrs se muestran los picos de las 1Cen
funcion del potencial aplicadgA) En esta figura se muestra el promedio de las cotee en células
transfectadas con synprint (SYnEl pico de la corriente maxima, a 10 mV, es redaicti64% con
Aga (Syh+ Aga, n=9) respecto de la condicion control, (N39con Nitre al 24% (SyrNitre, n=5).

(B) Promedio de las corrientes en células controles iaibid la corriente a un 68% (Control+Aga,
n=9) y Nitre a un 33% (Control + Nitre, n=5) de ndicion control (n=11).

5.3.3 Respuesta exocitética a trenes de despoleiones en células

transfectadas con synprint

En esta seccion estudiamos el efecto de la transfeccion con synprint sobre la exocitosis
inducida por trenes compuestos por pulsos despolarizantes de 50 mseg aplicados a una
frecuencia de 2Hz. Este tipo de protocolo de estimulacion induce en su primera fase la

fusion de vesiculas altamente acopladas al estimulo, pero debido a la acumulacion de Ca**
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residual a lo largo del tren genera finalmente la fusion de una poblacion mas extensa de
vesiculas (préxima en tamafio a RRP), independientemente si co-localizan o no con los
canales de Ca®* (Marengo, 2005; Alvarez y col., 2008). Esta estimulacion se aplicé en
células Syn, Syn" y en las células incubadas con Aga (sin pasar por protocolo de
transfeccion). Las densidades de las 1Ca?" promediadas en los 10 pulsos del tren (Figura
5.9B) en células Syn® no resultaron significativamente menores que las obtenidas en las
células Syn’, mientras que el uso de Aga provocO una reduccion significativa (p<0,05)
respecto a Syn'. Por otro lado, mientras, el AC,, total final del tren fue de 161 + 20 fF para
células Syn™ (Figura 5.9A), en las células Syn® y en las tratadas con Aga el tren provocé un
AC,, menor (90 + 16 fF y 98 + 17 fF, respectivamente, figura 5.9A). Este efecto se debe en
buena medida a la inhibicion de la exocitosis sincrénica, la cual esta altamente acoplada al
estimulo (Figura 5.9C). Solamente para el primer pulso del tren, la transfeccién con synprint
o el tratamiento con Aga disminuyeron a menos del 50% la exocitosis respecto del valor
obtenido en Syn". Las diferencias obtenidas entre el control y para la exocitosis sincronica
del primer pulso en las células Syn* y con Aga fueron de 25 + 2 fF y 27 + 2 fF para Syn™ y
Aga respectivamente, y las diferencias acumulativas de los primeros 5 pulsos fueron 44 + 4
fF y 45 + 4 fF para los mismos tratamientos. Una vez mas, es interesante observar que la
transfeccion con synprint produjo un efecto similar sobre la exocitosis que la inhibicién por
Aga de los canales de Ca’* tipo P/Q. Estos resultados también apoyan nuestra hipétesis, de
que la disminucion de la exocitosis en células Syn* se puede explicar por el desacople de las

vesiculas de IRP a la corriente tipo P/Q.
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Figure 5.9 -Efecto de synprint sobre la exocitosis generadaypotren de despolarizaciong#) En

la figura se comparan las respuestas exocitoticasé&lulas sometidas a un tren de 10 pulsos de 50
mseg (2Hz), para células Syim=6), Syn(n=7) y células control (sin pasar por la transfe&mn) con
Aga (Aga) (n=13). Las curvas representan los promgdbtenidos punto a punto para cada
condicion.(B) En el grafico de barras se representan los promed® los picos de las densidades de
las IC&" para cada condicién. Las densidades de las?i@m Syn no fueron significativamente
reducidas en comparacién con las de ‘Symientras que la aplicacion de Aga redujo
significativamente la IC4 promedio para los 10 pulsos en un 46% respect®ye(p<0,05).(C) La
respuesta sincronica, definida como/eL,, que ocurre durante el pulso, se representa err&lap

de barras de la figura para cada pulso y para lasstcondiciones mencionadas. La respuesta
sincrénica, fue medida como la diferencia entreoxed promediados, en una ventana temporal de
100 mseg, antes y después del pulso. Para calellpromedio después de la despolarizacion, los
primeros 100 mseg son descartados para evitar ettefde las corrientes de compuerta de” Na
(Horrigan y Bookman, 1994, Moser y Neher, 1997ajeEnalisis mostrdé una reduccion significativa

en el primer pulso en las células SynAga respecto al control (p< 0,001).
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5.3.4 Efecto de la transfeccidon con synprint soblee exocitosis masiva
medida con FM4-64

Los resultados obtenidos en células Syn® apoyan la hip6tesis de que el synprint de los
canales P/Q Ca*" es fundamental para mantener un acople funcional entre estos canales y la
maquinaria exocitotica asociada a las vesiculas del IRP. Sin embargo, no podemos evitar
plantearnos la posibilidad de que la capacidad secretoria global de las células Syn® esté
colapsada parcialmente. Los resultados de la figura 5.9 parecerian refutar esa posibilidad.
Sin embargo, para estar mas seguros decidimos evaluar esta alternativa en experimentos
donde se induzca un proceso de exocitosis realmente masivo. Para esto medimos el
aumento en la fluorescencia asociada al fluoréforo FM 4-64 (presente en el bafio durante 15
minutos previos al estimulo, ver detalles en métodos) que se produce en respuesta a la
aplicacion de 50 mM de K* durante 3 minutos, sobre células Syn* y Syn". Este tipo de
protocolo libera una porcién importante de las vesiculas liberables contenidas en las células
cromafines (Perez Bay y col., 2007). Utilizamos esta metodologia porque es esperable que la
exocitosis inducida por estos estimulos largos sea subestimada por las mediciones de
capacitancia, como consecuencia de la endocitosis que se produce de manera simultanea.
En la figura 5.10A se muestran ejemplos representativos de registros obtenidos en una
célula control (Syn) y una célula de Syn®. Las barras de la figura 5.10B representan el
aumento medio en la fluorescencia, expresada como porcentajes de la fluorescencia celular
antes del estimulo de alto potasio, en las células Syn'y Syn*. En promedio, no se observaron
diferencias significativas entre estos dos grupos, indicando que la expresion del synprint no

afecta a la capacidad general de la célula para liberar vesiculas.
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Figura 5.1 - La exocitosis fue medida como el aumento en ladbaencia debido a la incorporacién
del fluoréforo FM4-64 a la membrana de las vesisUlasionadas (ver seccion de 4.@) Ejemplos

de la respuesta medida frente a la aplicacion de&sB mM en el bafio durante 3 minutos en células
Syny Syii. Los puntos representan el promedio espacialwrdlscencia en la seccion ecuatorial de
la célula, previa resta de la fluorescencia de for(@) El diagrama de barras sintetiza los resultados
obtenidos en células Sy = 10) y Syh (n = 9), expresados como el aumento porcentualade

fluorescencia relacion a los valores previos alresio (después de la substraccion del fondo).

5.3.5 Discusion

Los resultados obtenidos en esta seccion apoyan la hipétesis de que el synprint de los
canales de Ca?' tipo P/Q es fundamental para mantener un acople funcional entre estos
canales y la maquinaria exocitética asociada a las vesiculas que forman el IRP. El péptido
synprint exdgeno, al competir con el enddgeno que forma parte del canal, produciria un
desacople de las vesiculas del IRP y los canales P/Q, llevando a estas vesiculas a ubicarse
a una distancia mayor del canal que en la condicion control, lo que reduciria su probabilidad

de liberacion.

La reduccion de la exocitosis del IRP por el agregado del synprint exégeno no puede ser
atribuido a una diferencia en las corrientes, ya que las células transfectadas con synprint no
mostraron diferencias ni en las corrientes, ni en la contribucion de los subtipos de canales de
Ca’* a estas corrientes, en comparacion con las condiciones controles. Este resultado es
importante de resaltar, ya que se han observado evidencias de que el synprint podria estar

involucrado en la regulacion del canal de Ca** a través de su interaccion con sintaxina. En
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particular ha sido descripto que la co-expresion de sintaxina con los canales P/Q y N
disminuye la entrada de Ca** por estos canales debido a la estabilizacion del estado
inactivado (Bezprozvanny y col., 1995; Wiser y col., 1996). En el caso de una transfeccion
con synprint libre seria esperable que la interaccion nativa del synprint con la sintaxina se
disrumpiese por el péptido agregado, y por lo tanto, podria ocurrir que el influjo de Ca** sea

mayor. Sin embargo esto no ocurrié en nuestros experimentos.

Otro posible efecto no deseado por el agregado de synprint seria que la capacidad
exocitética global de las células esté reducida debido a un efecto tdéxico producido por la
sobreexpresion de proteinas. Esta posibilidad se estudié aplicando despolarizaciones
capaces de liberar una cantidad de vesiculas que supere ampliamente el tamafo del IRP.
Primero, se estudi6 el efecto de la transfeccion con synprint sobre la exocitosis inducida por
la aplicacion de despolarizaciones en forma de trenes, que como se observd en capitulos
anteriores, es capaz de liberar el RRP y posiblemente algunas vesiculas del SRP. La
aplicacién de este protocolo sobre las células Syn" disminuyé notablemente la liberacién del
componente sincrénico, que se evidencia principalmente en el primer pulso, pero
practicamente no modifico la liberacién del componente menos acoplado. La diferencia en el
AC,, al finalizar el tren entre las células Syn" y Syn” fue de ~70 fF. Es interesante observar
gue el 35% de este valor puede ser explicado por la diferencia en el componente sincrénico
del primer pulso, mientras que el 62% puede ser explicado por las diferencias en los cinco
primeros. Por lo tanto fue el componente sincrénico altamente acoplado el que resultd mas
afectado en Syn*. De cualquier manera se busco otra estimulacion que sea capaz de liberar
una cantidad aun mas masiva de vesiculas que un tren. En nuestro laboratorio hemos
comprobado que una despolarizacion con alto K por 3 minutos cumple con estas
condiciones (Perez Bay y col., 2007). Los experimentos con alto K* provocaron un aumento
en la fluorescencia de 18% respecto a la fluorescencia de la membrana celular en reposo, y
este valor no fue diferente en las células transfectadas con synprint. EI nimero de vesiculas
exocitadas por medio de esta despolarizacién se puede calcular asumiendo una relacion
lineal entre la fluorescencia y la capacitancia celular. Suponiendo que el 100% de la
fluorescencia en reposo corresponde a la totalidad de la capacitancia de la membrana
celular (6 pF en promedio), un valor de 18% de fluorescencia corresponde a 1080 fF. Este
valor a su vez, equivale a 830 vesiculas (tomando un valor de 1,3 fF por vesicula (Moser y
Neher, 1997b) Este numero de vesiculas liberadas corresponderia a la liberacion de la
totalidad del RRP, del SRP y una proporcion importante del UPP (Ashery y col., 2000;
Heinemann y col., 1993). Este resultado también indica que este tipo de protocolo genera

una liberacion masiva de vesiculas de aproximadamente el 16 % del total de vesiculas
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liberables en las células cromafines (suponiendo un namero total de 5000 vesiculas) (Perez
Bay y col., 2007; Ashery y col., 2000; Phillips y col., 1983; Heinemann y col., 1993). Por lo
tanto, este resultado demuestra que la capacidad de la célula para exocitar sus vesiculas
frente a estimulos muy intensos que comprometen la liberacion de una cantidad muy

superior de vesiculas que el IRP no se modificé en las células transfectadas con synprint.

Otro punto importante que se observo en los resultados de esta seccibn es que la
condicion Syn* genera un efecto inhibidor similar sobre la exocitosis del IRP que el Aga,
pero sin modificar las corrientes. Este resultado se puede observar tanto en la respuesta al
protocolo de pulsos pareados utilizado para estimar IRP, como en la respuesta a trenes de
despolarizaciones. A su vez, la eficiencia de la entrada de Ca®* para exocitar vesiculas en
las células tratadas con Aga y las Syn’ resulté ser la misma. Mientras que Aga afecta la
entrada de calcio por los canales P/Q, la transfeccion de Syn® alteraria la distancia entre
canales y vesiculas. Un resultado similar pero con los canales N se obtuvo en cultivo de
tejido neuromuscular de embriones de Xenopus en los cuales se inyecto el péptido synprint.
La inyeccion del péptido redujo la liberacion de neurotransmisor en un 25%, obteniéndose
un efecto similar por medio del bloqueo de los canales N con w-conotoxina-GVIA, el (Rettig y
col., 1997).

Los resultados experimentales fueron simulados computacionalmente, y se estimo la
distancia promedio a la cual se desplazarian las vesiculas de las células transfectadas con
synprint. Usando el mismo modelo que nos permitié ajustar los AC,, para pulsos de distintas
duraciones en la seccién de resultados anterior, se modificé la distancia entre el canal y
vesicula (que en condiciones control es de 30 nm) para poder reproducir los datos
experimentales de las células Syn®. Una distancia de 60 nm del canal es la que mejor
reproduce los valores experimentales del Syn*. Sin embargo, es probable que las vesiculas
desacopladas por el synprint se ubiguen respecto a los canales en forma aleatoria. La
distancia de 60 nm, por lo tanto, debe ser interpretada como una distancia promedio. Esta
distancia implicaria que algunas de las vesiculas no sean desplazadas de su posicion de 30
nm y algunas se reubiquen a distancias mayores de 60 nm. Partiendo de que el agregado
de synprint reduce la exocitosis de IRP en un 60% (ver figura 5.6B-ii), se simuld la liberacién
del IRP dejando el 40% de este pool fijo en la posicién a 30 nm, y estableciendo la posicién
del 60% restante de las vesiculas a una distancia de 100 nm. Esta simulacién reprodujo aun
mas fehacientemente los valores experimentales. Este resultado también es consistente con
los resultados obtenidos en otro modelo tedrico en el que se simuld el efecto del synprint

sobre la transmision singptica en el tejido neuromuscular de Xenopus. Los autores
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encontraron que la reduccion en la transmision sinaptica es compatible con que el 70% de
las vesiculas se desacoplaron de sus canales por la accién del péptido synprint exégeno
(Rettig y col., 1997).

5.4 Participacion del IRP en el rango de frecuensidisiologicas

de disparo de la célula cromafin

En los capitulos anteriores se estudiaron las caracteristicas del acople entre el estimulo y
la exocitosis de las vesiculas del IRP, los canales intervinientes, y el mecanismo responsable
de este acople. En una situacion de reposo, la frecuencia de disparo de estas células es de
aproximadamente 0,5 Hz, mientras que en condiciones de estrés puede aumentar a ~10 Hz
(Kidokoro y Ritchie, 1980), generando la liberacion masiva de adrenalina y otras sustancias
activas (Winkler y Westhead, 1980). Frente a este escenario nos preguntamos cual es el
papel fisiolégico de vesiculas tan altamente acopladas al estimulo, como el IRP en estas
células. Entre las posibles respuestas, se ha especulado que este pool comprenderia
especificamente a las vesiculas capaces de liberarse frente a un PA (Chan y col. 2005). La
pregunta que deberiamos plantearnos a continuacion es a que rango de frecuencias de PA
es capaz de responder el IRP de manera sostenida. Esto dependerd en gran medida de su
velocidad de recuperacion luego de haber sido deprimido, proceso que a su vez podria ser
modificado por distintas variables, entre ellas el mismo Ca** residual, que podria ser
importante a ciertas frecuencias aun moderadas (Marengo y Monck, 2003; Smith y col.,
1998). Como hipétesis de minima, se especuld que debido a su alto acoplamiento con los
canales de Ca?' el IRP puede servir como un mecanismo de liberacion basal, es decir a
bajas frecuencias, de catecolaminas por parte de las células cromafines, el cual se ejecutaria
con alta eficiencia y poco costo energético (Olivos Oré L. y Artalejo A.R, 2004). A dicha baja
frecuencia (0,5 Hz) no abria acumulacion significativa de Ca** residual, y por lo tanto seria
necesario un mecanismo altamente acoplado al estimulo como es el IRP para que la
exocitosis se lleve a cabo. La posibilidad de que el IRP responda en un rango mas amplio de
condiciones fisiolégicas dependera por lo tanto de su cinética de recuperacion y de la
plasticidad de los mecanismos de regulacién a los que esta esté sometida. En general,
podemos decir que la participacion fisiolégica real del IRP no ha sido testeada, ni ain a
bajas frecuencias. Pero es claro que la capacidad de reciclado es aun mas limitante en una

situacion de estrés, donde la célula debe responder a trenes de alta frecuencia.
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En esta seccion se estudidé la capacidad del IRP de responder a una estimulacion
repetitiva, como ocurre en la célula cromafin en vivo, en el rango de frecuencias fisioldgicas.
Para estudiar esto, se empezd por caracterizar la cinética de recuperacion del IRP y su
posible regulacién por Ca?*. Luego se estudié su respuesta ante estimulos que se aproximan
mas a lo fisiolégico, empezando por un PAs Unico (despolarizacion con forma aproximada a
potencial de accidn, ver seccidn 4.2.7), para luego pasar a trenes de distintas frecuencias de
PAs.

5.4.1 Recuperacién del IRP

Para estudiar la recuperacion del IRP en funcion del tiempo se utilizd un protocolo que
consiste en la aplicacion de un pulso despolarizante que libera aproximadamente la totalidad
del pool, y después de un tiempo variable, se aplicé otra despolarizacion idéntica (figura
5.11A-). La exocitosis inducida por este segundo pulso nos indicara el grado de
recuperacion de este pool, utilizando la exocitosis resultante del primer estimulo como
referencia. Una condicion importante es que la segunda despolarizacion genere la misma
entrada de Ca?* que la primera. Los pulsos despolarizantes utilizados para este protocolo
fueron de 50 mseg, ya que como se observd en los resultados anteriores, este pulso es
capaz de liberar practicamente todo el IRP. Llamando AC,; y AC,, a los aumentos en
capacitancia inducidos por esas despolarizaciones, utilizaremos a la relacibn R=C,,/Cy1
como estimador de la recuperacion. Los resultados obtenidos para los valores de R en
funcion del tiempo entre los dos estimulos se presentan en la figura 5.11A-ii. La respuesta,
para tiempos entre 2 y 40 seg, muestra un comportamiento de saturacién, con un valor
asintético que no difiere estadisticamente de 1, lo que sugiere que luego de liberado el IRP
se recupera en su totalidad. La curva experimental fue ajustada con una funcién de la forma
R = Ro + A (1-e™ (Figura 5.11A-ii). El tiempo caracteristico de esta curva, que representa el
intervalo de tiempo para el cual R es 0,63, fue de 7 + 1 seg y el valor de la recuperacion
ajustado (Ro + A) a tiempo infinito fue de 0,95 + 0,05. El parametro Ro es el valor de la
recuperacion a tiempo cero, el cual se estimo en un valor de 0,2 a partir del ajuste, indicando
que una fraccion del IRP se recupera en forma casi inmediata. Este valor es similar al
observado por Moser y Neher (1997a) y por Smith y col. (1998) en la recuperacion del RRP.
Estos autores explicaron este comportamiento proponiendo la existencia de una fase
transitoria veloz de recuperacion dependiente del Ca?* remanente luego de la estimulacion
(Smith y col., 1998). Otra posible explicacion de un valor de Ro mayor a cero, es que a
tiempos cortos entre pulsos el Ca?* que ingresa por la segunda estimulacién se sume al Ca®*

gue ingreso6 por la primera que no llega a disiparse, generando mayor liberacion. Ambas
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posibilidades son compatibles con los datos experimentales (no mostrados) de recuperacion
del IRP a tiempos menores a 2 seg para los cuales se observaron un valor maximo de R de
0,7 a 300 mseg que para tiempos mayores decrece hasta llegar a un minimo a los 2 seg.
Todos estos datos sugieren que la recuperacion podria ser un proceso bifasico compuesto
por una fase transitoria hasta aproximadamente los 2 seg y una fase lenta después de este

tiempo.

Como ya fue mencionado, es importante descartar que la cinética mostrada en la figura
5.11A-ii no esté influida por una disminucién en la entrada de calcio en el segundo pulso
respecto del primero, producida por un mecanismo de inactivacion de las 1Ca?". Esta
diferencia podria causar menor exocitosis en el segundo pulso y por lo tanto una
disminucién en la recuperacion a tiempos cortos, enlenteciendo tal vez la recuperacion
aparente. Esta posibilidad fue descartada, ya que la comparacion entre las corrientes de los
pulsos de 50 mseg no mostrd diferencias significativas para ningun intervalo de tiempo
utilizado. En la figura 5.11B se muestran como ejemplo las ICa*" provocadas por un par de
pulsos de 50 mseg separados por 2 seg. Los valores promedios de las corrientes generadas
por los pulsos de 50 mseg entre el primero y el segundo de todas los intervalos de corrientes
no son significativamente distintos (ICa®*;=157 + 10 pA y ICa**,=150 + 11 pA, n=109). Otro
posible problema que podria afectar a estos experimentos es que los valores de exocitosis
generados por el primer pulso no logren generar la liberacién total del IRP. En ese caso la
recuperacion de los pulsos mas cortos estaria sobreestimada. Por esta razon, los
experimentos en los que los valores de exocitosis para AC,,; estuvieron fuera de los limites
del valor esperado para el IRP (Bnin ¥ Bmax) fueron descartados del analisis. Tomando este
criterio se eliminaron 8 experimentos de un total de 82. El promedio de los AC,, medidos
para el primer pulso (AC,,,) para los experimentos en los que se aplico luego diferentes
tiempos de recuperacion se muestran en la figura 5.11C, donde se puede observar que los

valores son consistentes con el tamario el IRP estimado por Biax Y Bmin-

Es posible que el IRP y su recuperacion sean regulados por el calcio citosolico. Existen
algunas evidencias que manifiestan que un aumento en el Ca®* citosélico estimularia la
aproximacion de las vesiculas hacia los canales de Ca®*, aumentando el tamafio y/o el
rellenado de IRP (Becherer y col., 2003; Marengo, 2005). Por otro lado es sabido que el
Ca” regula el tamafio de RRP (Voets col., 2000; Smith y col., 1998) y en consecuencia por
simple accion de masas podria afectar al IRP. Estas alternativas seran evaluadas en las

préoximas secciones.
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Figura 5.11 —Recuperacién del IRFA) (i) En este grafico se esquematiza el protocolo queiksd
para estudiar la recuperacion del IRP. El protocalinsiste en 2 pulsos de 50 mseg separados por un
tiempo variable entre 2 y 40 seg. El nimero de rxyamtos para los distintos tiempos oscila entre 11
y 14 con un total de 82 experimentos en toda laa\fii) En esta figura se grafica la recuperacion en
funcién del tiempo entre pulsos, esta curva muestracomportamiento exponencial. Los valores
experimentales se ajustaron con una funcién derdad presentada en el grafico. El pardmeRo
representa el valor de la recuperacion a tiempoocér es el valor de la asintota, que representa el
valor de R para un tiempo infinito entre pulsog,yes el tiempo caracteristico, para el cual la
amplitud es el 63% de AB) En esta figura se muestra un ejemplo de las1@eovocadas por dos
pulsos de 50 mseg separados por 2 §8)En esta figura se grafica la exocitosis produciaa [os
primeros pulsos del protocoldC,,) en funcién del tiempo entre pulsos. Estos valaresson
significativamente distintos entre si, y ademéaesstlores estan dentro de los limites obtenidoa pa

el IRP (B.axy Bnin) representados por las lineas punteadas.

5.4.2 Efecto de la concentracion de calcio citosalsobre el IRP

El efecto de la concentracion citosolica de Ca?* sobre el tamafio del IRP se estudié

dializando el medio intracelular desde la pipeta de patch con diferentes concentraciones de
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Ca*". Las concentraciones de calcio introducidas en la pipeta fueron calculadas teniendo en
cuenta la concentracion y propiedades cinéticas del EGTA, de forma que el calcio libre sea
aproximadamente el deseado (ver seccion 4.2.6). Los valores de Ca*" libre calculado estan
en el rango entre 100-700 nM. Para estimar el IRP se utilizé el protocolo de pulsos pareados
de 10 mseg, separados por 300 mseg, mencionado anteriormente (Figura 5.12A) (ver

seccion 4.2.7).

A partir de estos experimentos se obtuvo una curva del tamafio del IRP en funcién de la
concentracién de Ca®" libre (Figura 5.12A). En esta curva no se observa que existan
cambios significativos entre los valores obtenidos para las concentraciones de 100 y 200 nM
(Figura 5.12A). Por otro lado, el IRP aumenta su tamafio significativamente a 500 nM de
[Ca®] libre en comparacién con concentraciones menores o iguales a 200 nM, y cuando la
[Ca**] aumenta a valores mayores a 500 nM, el IRP disminuye nuevamente. Esta
disminucién se deberia a que en esta condicion de Ca?* libre alto la exocitosis se encuentra

favorecida y por lo tanto se produciria el vaciamiento de este pool (Smith y col., 1998).

® Control 200 nM @500 nM
A 80 - B t[mseg] 15+ 1 15+ 1 9+1
® Bméx * 50 A
@B . A[fF:] 33+2 28 £2 412
min —
50 4 ¢
= o
£ 40 |
2 ¢ ; &
30 - + +
20 T T T T 0 T L] T T T
0 200 400 600 800 0 10 20 30 40 50

[Ca?]libre dializado [nM] Duracion del pulso [mseg]

Figura 5.12 - Efecto delCa*" citosélico libre sobre el tamafio del IRR) Curva de los limites
medidos para el tamafio de IRP en funcion de laeainacion estimada de calcio libre dializada por
la pipeta (entre 100 y 700 nM). El nUmero de experitos varia entre las distintas concentraciones
entre 10 y 15 llegando a un total de 71 experingemo toda la curva. Mientras que para valores
menores o iguales a 200 nM no hay cambios sigtifies, con 500 nM se observa un aumento
significativo del tamafio del IRP, y para valoresym@s se observa una reduccion, probablemente

debido a la liberacion espontanea de las vesic{BsElI mismo efecto del calcio se observa en los
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AC,, medidos frente a pulsos de duraciones menoresualdg a 50 mseg. Las lineas continuas
corresponden a ajustes monoexponenciales de laafakrfl-€'). Estos ajustes muestran valores
similares de IRP entre 200 nM y control (sin agmgae C&" en la pipeta) mientras que con 500 nM

la amplitud de la curva aumenta en mas de un 30%.

El aumento del tamafio del IRP con una concentracion citosélica de Ca®* de 500 nM
también se observo en respuesta a pulsos de despolarizaciones iguales o menores a 50
mseg. En la figura 5.12B se grafica la relacion entre los AC,, y la duracion de dichos pulsos.
Se realizaron ajustes exponenciales a las curvas obtenidas a 200 nM y 500 nM. Como se
mostro en la figura 5.1A, el valor de A es usualmente utilizado como estimacion del IRP. Los
resultados obtenidos por los ajustes muestran un aumento en el tamafio y una disminucion
en el tiempo caracteristico para 500 nM en comparacion a 200 nM de Ca®" libre Ademas, el
promedio de todos los experimentos de duraciones mayores e iguales a 20 mseg, a partir de
los cuales se observa la saturacion de la curva, en cada condicion mostré que con 500 nM el
AC,, (39 £ 3 fF) es significativamente mayor que en las condiciones, control (30 £ 2 fF) y 200
nM (28 + 2 fF) (p<0,05). Por otro lado, la comparacion de los datos control (tomados de la
figura 5.2A) con la curva realizada a 200 nM de calcio libre intracelular no muestra
diferencias en los parametros del ajuste ni en el promedio de los experimentos de

duraciones mayores e iguales a 20 mseg (Figura 5.12B).

5.4.3 Papel regulador del calcio citosdlico sobrea Ivelocidad de

recuperacion

El siguiente paso fue estudiar si el Ca®" intracelular podria también estar regulando la
velocidad de recuperacion del IRP. Se realizaron experimentos midiendo la recuperacion
con el protocolo de dos pulsos de 50 mseg separados por un tiempo variable (al igual que
en la figura 5.12B), pero modificando el calcio intracelular entre experimentos
independientes (Figura 5.13). Esta curva fue ajustada con una funcién exponencial al igual
gue en la curva de la figura 5.11A-ii. La comparacién de los pardmetros de los ajustes entre
el control (tomado de la figura 5.11A-ii) y 500 nM mostraron un aumento en el valor de R, de
0,2 a 0,5 respectivamente, mientras que el tiempo caracteristico y el valor de la asintota (A +
Ro) fueron similares (ver tabla en figura 5.13). Ademas, el valor de R a un tiempo de 2 seg

resulté significativamente mayor en presencia de 500 nM de Ca?* basal en comparacién con
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la condicién control. En resumen, podemos decir que el aumento del Ca®* intracelular a 500
nM modifica la cinética global de recuperacion de IRP gracias de un aumento marcado de la

recuperacion para tiempos menores a 2 seg

Los resultados de las dos ultimas secciones indican la existencia de mecanismos de
regulacién del tamafio y de la recuperacion del IRP mediado por el Ca?" citosélico en el
rango de concentraciones fisiolégicas, con un efecto maximo a una concentracion de 500
nM. Sin embargo, como sabemos la estimulacion fisiolégica que reciben estas células es a
través de PA. Es altamente probable que las vesiculas que se liberan frente a un PA, debido
a su corta duracién, provengan del IRP. En las siguientes secciones caracterizaremos la
respuesta exocitotica frente a un potencial de accidén Unico y su recuperacion en relacién al
IRP.

1.04
U‘é
0.8
g *
£
Q @®Control ®500 nM
T 0.6 1[seg] 7 +1 7 +1
(14
A 0,73£0,05 043+0,05
0.4 R, 0,22£0,05 0,51+0,06

T U T T 1

0 10 20 30 40
Tiempo entre pulsos [seq]

Figura 5.13- Dependencia de laecuperacion del IRP con el calcio intracelular. Este figura se
compara la recuperacion del IRP entre la condicidontrol (tomada de la figura 5.11A-ii)(sin
agregado de C&) con experimentos realizados a una concentracgiimada de 500 nM de &a
libre (n=40). Cuando la separacion entre pulsosdes2 seg los valores de R promedio fueron
significativamente diferentes entre las célulastades, sin agregado d€a?* (n=14) y con el
agregado de 500 nM d€a* libre (n=9) (p<0,05). Las lineas continuas reprat los ajustes
exponenciales de las curvas, y en el inserto déglaa se muestran los valores obtenidos por los

ajustes.
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5.4.4 Exocitosis en respuesta a despolarizaciones gimulan potenciales

de accion

En los siguientes experimentos se caracterizd la respuesta exocitética a pulsos
despolarizantes que simularon la forma de un potencial de accion (PAs). El pulso
despolarizante que se utilizé estad formado por una rampa que parte del potencial de reposo
en -80 mV y llega hasta un potencial de +50 mV en 2,5 mseg, y luego vuelve al potencial de
reposo en el mismo tiempo (Chan y col., 2005) (Figura 5.14). Este protocolo produce una
corriente muy rapida y otra mas lenta, temporalmente separadas, como se puede observar
en la figura 5.14A (trazado azul). Si se aplica TTX la corriente rapida desaparece (Figura
5.14B, trazado azul), por lo que concluimos que esta se asocia a una corriente de Na’,
mientras que la lenta estaria asociada a la de Ca?". Este perfil de corrientes de Na* y Ca**
con este tipo de estimulaciones coincide con lo observado por otros autores (de Diego, 2008;
Chan y col.,, 2005). En los restantes experimentos de esta tesis las corrientes fueron

medidas en presencia de TTX, y por lo tanto s6lo medimos las ICa®".

Tedricamente, el perfil de corriente de Ca** observado en el trazado de la figura 5.14B
puede ser explicado de la siguiente manera. La probabilidad de apertura de los canales de
Ca®* comienza a aumentar a partir de un potencial de membrana de —40 mV y aumenta
hasta alcanzar el méximo a valores proximos a +40 mV (Fendwick y col., 1982). En la fase
de subida del PAs se produce un aumento rapido en la probabilidad de apertura de los
canales, pero no se genera una corriente apreciable porque la fuerza impulsora (la
diferencia entre el potencial de membrana y el de reversién del Ca*") es muy baja. Al
comenzar la rampa descendente para volver al voltaje de reposo, la fuerza impulsora
aumenta muy rapidamente y se produce una entrada masiva de calcio en un lapso muy
corto.

La aplicacion de un protocolo de la misma duracién pero hasta un potencial maximo
proximo al umbral de activacién de los canales de Ca?* (-30 mV), produce una respuesta
simétrica (es decir, idénticas fases de corriente positiva y negativa, figura 5.14B, en naranja)
relacionada con las corrientes de compuerta de los canales de Na’ voltaje dependientes
(Borst y Sakmann, 1998). La resta de la ICa?" (en azul) menos la corriente de compuerta (en
naranja) se observa en la figura 5.14B en verde. El efecto de las corrientes de compuerta
producen una leve sobreestimacion de la ICa®*, con una contribucion de un 14% en el pico y

un 10% en la integral (n=10). Estos valores fueron utilizados para corregir el valor de las
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corrientes. En promedio, el pico de la ICa*" obtenido en condiciones control fue de 981 + 75
pA (n=34), y la QCa*" fue de 1,6 + 0,1 pC.

50mV

-80mVv

— PAs
—— PAs a-30mVv
—— Diferencia

200 pA

2.5 mseg

Figura 5.14 —En esta figura se esquematiza el pulso despolaezgue simula el PA (PAs), y se
muestran ejemplo de las corrientes que se obtipoeraplicacién de dicho pulso. Este pulso consta
de dos rampas, una que asciende desde —80 mV a¥5€n 2,5 mseg, seguida de una segunda que
decrece desde +50 mV a —80 mV en el mismo tiengtos Bulsos se encuentran representados en
azul en la parte superior de las figuras A y B.l&marte inferior de(A) se representan un ejemplo
representativo de corriente inducida por el PAs.dBserva que este tipo de estimulo induce una
corriente rapida temprana de N una mas tardia de €a En la parte inferior d¢B) se representa

la corriente generada por un PAs en presencia d& {ffazado azul). Con el fin de evaluar la
importancia que pueden tener las corrientes de emrtp de N& en estos registros se aplicaron PAs
con un valor méximo de potencial de -30 mV que gsiéimo al umbral de la activacion de la I€a
(trazado naranja). La resultante de la diferencigre estos trazados es la corriente d&'Q#razado

verde).
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Figura 5.15- Acoplamiento de la exocitosis con la f€& participacion de los distintos subtipos de
canales de calcio en la liberacién del PRA) (i) Este esquema muestra la forma del PAs aplicado.
En (ii) se muestran ejemplos representativos de trazadasagacitancia en respuesta a un PAs en
condicion control y con la aplicacion de los blogaees de los canales L (Nitre) y de los P/Q (Aga).
(B)(i) EI gréfico de barras representa los promedios deXacitosis inducida por aplicacion de un
PAs en células controles (n= 34), con Nitre (n=28)n Aga (n=16) y con BAPTA (n=2@)i) En este
grafico las barras se representan los promediofadedensidades de corrientes inducidas por el PAs

en las distintas condiciones mencionadas anteriotme

La exocitosis que se produce por aplicacion de un PAs, que denominaremos PPA (pool
de vesiculas liberadas por un potencial de accion), produjo en condiciones control un AC,
de 11 + 2 fF en promedio, que representa una fraccién de aproximadamente el 30% del IRP.
Por tratarse supuestamente de una fraccion del IRP debido a la corta duracion del PAs, es
esperable que las vesiculas liberadas por este estimulo tengan las mismas propiedades que
observamos para las vesiculas de aquel pool. Por lo tanto se estudiaron para el PPA
algunos aspectos que habian sido analizados previamente para el IRP, en particular la
sensibilidad al buffer rdpido, BAPTA, y el acoplamiento a los diferentes subtipos de canales
de Ca* (Figura 5.15). El reemplazo de EGTA por BAPTA, aplicados ambos a iguales
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concentraciones (0,5 mM) muestra una disminucion del 55% en la exocitosis de PPA, sin
cambios en la densidad de las corrientes (Figura 5.15B-ii). Esta inhibicion fue similar, en
forma relativa, a la que generé BAPTA sobre el IRP (51%), sugiriendo que las vesiculas de
ambos pools estarian ubicadas a una distancia similar de los canales de Ca*". En segundo
lugar, se aplicaron bloqueantes especificos para los canales de calcio de tipo P/Q y L para
estudiar la participacion relativa de dichos canales en la liberacidn del PPA. Ejemplos
representativos de la respuesta exocitética celular frente a un PAs en condiciones control y
con la aplicacién de Nitre y Aga se muestran también en la figura 5.15A-ii. En promedio, la
aplicacion de Nitre produjo una inhibicion significativa de la densidad de corriente, pero que
no se reflejaron en cambios significativos en la exocitosis (Figura 5.15B-i). En contraste, el
blogueante del canal P/Q no llegd a disminuir significativamente la densidad de corriente
(aunque mostré una clara tendencia), pero inhibi6 marcadamente la liberacién del PPA
(Figura 5.15B-i). Estos resultados demuestran que PPA tiene caracteristicas de acople a

canales similares a las vesiculas del IRP.

Para corroborar que el PPA sea parte constituyente de IRP se realizaron experimentos
con el siguiente protocolo: primero se aplico un pulso de 50 mseg, y luego de un tiempo
suficiente para que se recupere totalmente el IRP (20 seg) se aplicé un PAs y 200 mseg
después otro pulso de 50 mseg (Figura 5.16A-i). La idea es que si el PPA formara parte del
IRP, la exocitosis del segundo pulso de 50 mseg se deberia ver reducida con respecto a lo
que libero el primer pulso de 50 mseg en una fraccion similar al PPA. En figura 5.16A-ii se
muestra un ejemplo representativo de la aplicacion de este protocolo. En promedio, la suma
de los AC,, producidos por el PAs y el segundo pulso cuadrado de 50 mseg resulté en un
AC,, total que no difirié significativamente del generado por el primer pulso cuadrado de 50
mseg (Figura 5.16B).
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Figura 5.16- El PPA forma parte del IRFA)(i) En este esquema se representa el protocolo widiza
para evaluar si el PPA es parte del IRP, este prolm consiste en un pulso de 50 mse’go@ea y
luego de 20 seg, que es un tiempo suficiente paeasg recupere el IRP, se aplic6 un PAs y otro
pulso de 50 mseg separados por 200 mség,r(gga. En(ii) se muestra un ejemplo representativo de
trazado de capacitancia en respuesta a este prtao) El grafico de barras representan |dgC,,
promedio de la respuesta a cada despolarizacionammpone el protocolo (n=7). La suma de los
AC,, del PAs y el EOmsegno es significativamente distinta (NS) a la regpaigoromedio al primer

pulso de 50 mseg {Bimse)-

5.4.5 Recuperacion del PPA

Como se esperaba, las vesiculas del PPA responden a las mismas caracteristicas de

acople con los canales P/Q que la totalidad de vesiculas de IRP, y de hecho se liberan como
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parte constituyente de este pool cuando se aplican pulsos cuadrados de 50 mseg. Sin
embargo esto no asegura que no pueda existir otro tipo de diferencias entre el PPA y el
resto del IRP, y no sabemos a partir de los resultados presentados hasta ahora si cualquier
vesicula del IRP es capaz de responder con igual probabilidad de liberacién frente a un PAs.
Ante esta situacion nos planteamos dos escenarios. EI mas sencillo es que el IRP esté
formado por una poblacion homogénea de vesiculas, y el PPA corresponda a la fraccién de
estas vesiculas que se pueden liberar ante la entrada de Ca?" producida por una
estimulacion tipo PAs. Una segunda hipoétesis podria ser que el PPA fuera un subpool de
vesiculas con caracteristicas diferenciadas del resto del IRP. Las posibles diferencias entre
estas vesiculas podrian estar en una mayor probabilidad de liberacidon o en un mayor grado
de maduracion para PPA. Si se cumpliera la primera hipétesis, debido a que el PPA
corresponde al 30% del IRP, la aplicacion de un segundo PAs (que induzca la misma
entrada de Ca?* que el primer PAs) liberaria la misma proporcion de vesiculas, pero ahora
respecto de lo que quedd después de la aplicacion del primer PAs. Por ejemplo, si el primer
PAs libera 11 fF (correspondiente al 30% del IRP), si se aplica un segundo estimulo luego
de un tiempo corto que no alcance a recuperar significativamente a IRP, este liberaria la
misma proporcion pero ahora de lo que queda remanente en IRP (24 fF), lo que daria 7.5 fF.
Resumiendo, un segundo PAs aplicado luego de un periodo muy corto (para evitar la
recuperacion de IRP) liberaria el 70% de lo que liber6 primero. Ademas, si la hipétesis
planteada fuera correcta, esperariamos que la recuperacion de la fraccién deprimida de PPA
siga la misma cinética de recuperacion que el IRP, es decir con un tiempo caracteristico de
7 seg. Experimentalmente, la recuperacion del PPA se midio utilizando un protocolo de dos
PAs separados por un tiempo variable (Figura 5.17A-i). El resultado se expresa como la
relacion entre la respuesta al segundo pulso (ACy;) y el primero (ACn;) (R=ACm/AChy).
Siguiendo con la hipotesis en la que el PPA seria simplemente una fraccién indiferenciada
del IRP, el valor minimo de R a tiempos cortos seria de 0,7 y luego a intervalos de tiempos
mayores llegaria a un valor asintético de aproximadamente 1 con la misma cinética de
recuperacion del IRP. Podemos ver que la hipotesis planteada no se ajusta a los resultados
experimentales por dos motivos. En primer lugar la depresion observada en PPA es mucho
mayor a la esperada tedricamente si este pool fuera simplemente una fraccion de IRP. En
particular la aplicacion del segundo PAs a 200 mseg del primero liber6 una fraccion del 32%
respecto de la respuesta generada por el primer estimulo. En segundo lugar se puede
observar que PPA se recupera mucho mas rapidamente que el IRP. La recuperacion para
tiempos entre 0,2 y 10 seg muestra un comportamiento creciente hasta alcanzar un valor de

saturacion. Aplicando un ajuste exponencial, de la misma forma que el aplicado para el IRP
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(Figura 5.11A-ii) se obtiene un valor para el tiempo caracteristico de 1,0 £ 0,1 segundo y un
valor de saturacion (A+R,) de 0,9 + 0,2. Por otro lado, la extrapolacion a tiempo cero predice
una depresion de PPA inmediatamente luego de finalizado el primer pulso a un valor de 0,17
+ 0,04. Es claro que el tiempo caracteristico ajustado para PPA es varias veces mas rapido
que el obtenido para IRP (7 seg). Esto nos indica que PPA seria un pool vesicular de alta
velocidad de recuperacién, mucho mas apto que el IRP para responder a las frecuencias

fisiologicas de PA (al menos en reposo).
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Figura 5.17 —Recuperacion del PPAA) (i) La recuperacion del PPA se estudi6 mediante un
protocolo de dos PAs separados por un tiempo végigh) La recuperacion fue medida como la
relacion entre elAC,, del segundo PAsC,,) respecto al primero4Cy;). El nimero total de
mediciones en la curva fue de n=62. Se utilizé6 fureion exponencial para ajustar los valores
experimentales de recuperacion (ver inserto errdigdonde R corresponde a recuperacion a t=0, A
es la amplitud y el tiempo caracteristico. Los valores obtenidaggucon la funcion se muestran en
el inserto de la figura. La linea punteada azulresgnta el resultado de una simulacion en la ceal s

considerd que el PPA es simplemente una fraccidifieirenciada del IRP. El valor minimo de R a
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tiempos cortos seria de 0,68 (representado poinkeal punteada gris) y luego a intervalos de tiempos
mayores se llegaria a un valor asint6ti¢B)(i) En esta figura se muestra un ejemplo caracteristico
gue ilustra como las corrientes provocadas porRés no muestran inactivacion en el segundo pulso
respecto del primero para un intervalo de 200 m=eige ambos PAgii ) En esta figura se grafican
el promedio de loAC,, generados por el primer pulsal@,,) y segundo(C., medidos en los

experimentos donde se evalud la recuperacion cantarvalo entre los PAs de 200 mseg.

Es importante resaltar que los dos PAs del par aplicado provocan ICa** similares, y por lo
tanto el decaimiento en la segunda respuesta no se debe a una reduccion en la entrada de
Ca?* sino a la depresion real del pool sumada a la cinética de la recuperacion del mismo. Un
ejemplo representativo de las ICa** generadas por dos PAs separados por 200 mseg no
muestra diferencias en el pico de la corriente (Figura 5.17B-i). El promedio de las ICa*
generadas con el protocolo de recuperacion con un intervalo de 200 mseg no fueron
significativamente diferentes (ICa;** = 780 + 10 pA y ICa,” = 770 = 12 pA, n=5). Los
cambios AC,, promedio generadas por el primer (AC;) y segundo PAs (AC,,,) con el mismo
intervalo se muestra en la figura 5.17 B-ii. Se puede observar que la exocitosis generada por
el primer PAs tiene un valor en promedio similar al valor promedio control (Figura 5.15B-i).
Mas aun, ni para este tiempo ni para ningun intervalo medido entre PAs los promedios de

AC,,; son significativamente distintos del valor control.

En los experimentos presentados en esta seccion hemos descartado la posibilidad de
que PPA sea simplemente una fraccién de vesiculas indiferenciadas del resto de IRP. El
PPA estaria en cambio, compuesto por vesiculas que poseen una mayor capacidad para
liberarse frente a un PAs que el resto de IRP. A su vez el PPA posee una velocidad de
recuperacion mucho mayor que el IRP total. Respecto a esta ultima caracteristica, existen
dos posibilidades: una posibilidad seria que las vesiculas del PPA se recuperen velozmente
a partir de vesiculas que provienen desde el resto de IRP (un esquema en serie: IRP o
PPA), y la otra posibilidad seria que PPA se recupere por un mecanismo totalmente
independiente del IRP. Un posible proceso que contemplaria esta segunda posibilidad seria
gue la recuperacion del PPA se realice a través de un proceso de endocitosis que ocurra en
el mismo sitio de la exocitosis, al estilo kiss and run. A fin de evaluar estas dos hipotesis,
usamos el siguiente protocolo: se aplicé un primer PAs para evaluar el tamafio de PPA, y
luego de un tiempo suficiente para que el PPA se recupere totalmente (15 seg) se aplica un
pulso de 50 mseg a +10 mV para deprimir totalmente a IRP, y luego de un tiempo variable

otro PAs (Figura 5.18A). Este protocolo experimental se basa en que si la recuperacion del
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PPA fuera independiente del IRP, la liberacion de este Ultimo no deberia afectar la cinética
de recuperacion observada para el PPA (Figura 5.17A-ii). A su vez, si la recuperacion de
PPA se realizara a partir de vesiculas de IRP, en un esquema en serie, al deprimir
totalmente el IRP dicha recuperacion se aproximaria a los tiempos de recuperacion de este

pool (7 veces mas lenta que la de PPA), ya que esta seria la velocidad limitante del proceso.

A 15 seg Tiempo variable A

5 mseg 50 mseg 5 mseg

ACy, *

e

IRP

L

ACmt

1.04

e
-

~ -+

0.4 +
o, Recuperacion del PPA
: Recuperacion del IRP
0.24 J m Recuperacion del PPA con pulso de 50 ms

0 2 4 6 8 10
Tiempo entre pulsos [seg]

Figura 5.18- Dependencia de la recuperacion del PPA con el I(A¥.Para estudiar la cinética de
recuperacion del PPA luego de la depresidn totalRIe se utilizé un protocolo que consta de un PAs
y luego de 15 seg, que es un tiempo suficiente gaeaPPA se recupere, un pulso de 50 mseg que
libere el IRP, y finalmente un segundo PAs luegardéempo variable(B) En esta figura se grafica

el valor de R=4C,, / AC,;, (dondedC,,; y 4C,» son los cambios de capacitancia generados por los
PAg generado por el protocolo descripto en A pararnvios entre 0,5 y 10 seg (cuadrados violetas).
El nimero total de experimentos en toda la curvdees=85. En el mismo grafico se superponen los
ajustes de las curvas en las que se midio la reagp@n del PPA (linea naranja, tomada de la figura
5.17A-ii) y la recuperacion del IRP (linea verdaniada de la figura 5.11A-ii).
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La recuperacion de PPA (expresado por el cociente R: AC,, inducido por el segundo PAs
dividido por AC,, inducido por el primer PAs) en funcion del intervalo interpuesto entre el
pulso de 50 mseg y el segundo PAs se muestran la figura 5.18A (cuadrados violetas). El
resultado de estos experimentos mostré que la previa liberacién de IRP hace que el PPA se
recupere con una cinética similar a la del IRP (comparar los puntos violetas con la curva
naranja, que representa la recuperacion del IRP, tomada de la figura 5.11A-ii), la cual es
mucho mas lenta que la observada previamente para PPA (curva verde, obtenida de la
figura 5.17A-ii). Estos resultados indicarian que el PPA se recuperaria por un mecanismo
dependiente del reclutamiento de vesiculas desde el IRP. Nuevamente es importante aclarar
que la exocitosis del primer PAs provoca una exocitosis similar al valor control (9 = 1 fF,
n=85).

Los resultados de los Ultimos dos capitulos son consistentes con un esquema en el cual
un PAs aislado actuaria solamente sobre un grupo particular de vesiculas, que son las que
forman el PPA. El resto del IRP seria insensible a estimulaciones de tan corta duracion. A su
vez el PPA, cuando es deprimido, seria recuperado por vesiculas provenientes del resto de
IRP. Este conjunto de resultados sugieren que las vesiculas de PPA son en alguna manera
mas aptas para liberarse que las del resto del IRP, pero a su vez un pulso despolarizante de
50 mseg seria suficiente para liberar todo el IRP incluyendo el PPA. Para analizar mas en
detalle el efecto de la entrada de Ca** sobre la exocitosis en estas dos condiciones
experimentales, en el gréafico de la figura 5.19A se grafican los AC,, en funcién de la QCa*",
para pulsos despolarizantes cuadrados de duraciones menores e iguales a 50 mseg y para
PAs. A partir de estas curvas se observd que mientras que la curva correspondiente al PPA
se satura a QCa? mayores a 2 pC, la que corresponde al IRP continta creciendo en forma
marcada. Es posible que despolarizaciones de una duracion relativamente larga favorezcan
el pasaje de vesiculas de IRP a PPA en forma Ca** dependiente (Figura 5.19B). Esto estaria
favorecido por la localizacion de las vesiculas del IRP, que estando proximas a los canales
de Ca®" estarian expuestas a altas concentraciones de este catién. Esto predeciria que
cuando se aplican PAs pareados, aplicando el segundo a un tiempo muy corto respecto al
primero (menor a los intervalos mostrados en la figura 5.17A-ii) deberia existir un intervalo
en el cual el PPA aumenta respecto a lo observado por extrapolacion en la figura 5.17A-ii.
De hecho cuando se aplicé el segundo PAs a s6lo 100 mseg del primero, R tomé un valor
de 0,73 + 0,06, marcadamente mayor que lo predicho por la extrapolacion (0,18). Ademas la
aplicacion del buffer rapido BAPTA disminuyd significativamente el valor de R medido con
un intervalo de 100 seg a 0,43 + 0,08 (p<0,05), indicando que este valor es dependiente de

una sefial localizada de Ca?".
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Figura 5.19 —Comparacion de las curvas obtenidas para &3, en funcion de la QC4 entre
pulsos cuadrados y PA%A) Los circulos representan los valores de cambio dpacitancia
generados por pulsos cuadrados de duraciones mer@r80 mseg (azules) y los PAs (rosas) en
funcion de las QCA. Las lineas punteadas representan los resultadatenalos a partir de
simulaciones computacionales en las cuales variatd@alor de la constante de traspaso de vesiculas
desde el IRP al PPAB) En este grafico se esquematiza el modelo en elsgubasaron las
simulaciones que reproducen los valores experinhemtan (A). El PPA forma parte del IRP y a su

vez estos pools se relacionarian a través de uaecién.

5.4.6 Endocitosis frente a un PAs

Si bien los experimentos de la seccidén anterior indican que PPA se recuperaria por
translocacion de vesiculas desde IRP, nos preguntamos si la exocitosis de PPA tiene o no
un proceso endocitico acoplado. Cuando se fusiona una vesicula a la membrana plasmatica
se genera en consecuencia un aumento de superficie de esta Ultima, que es equivalente a la
superficie vesicular y que se registra como un AC,,. Dicho aumento de superficie debe ser
recuperado por endocitosis. La endocitosis puede llevarse a cabo inmediatamente, de modo

altamente acoplado a la exocitosis, 0 muy posteriormente, en forma desacoplada.
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Frente a una despolarizacidbn que genere exocitosis, la presencia de endocitosis se
observa como una disminucién de la capacitancia celular. En nuestros experimentos se
observo que la aplicacion de un PAs produce, luego del aumento en la capacitancia celular,
una clara disminucion en esta misma variable que llega a compensar la exocitosis previa. En
la figura 5.20A-i se muestra un ejemplo representativo de un trazado de capacitancia al
aplicar un PAs que incluye al proceso endocitico. El promedio punto a punto de los trazados
de capacitancia muestran un comportamiento similar (Figura 5.20A-ii). De hecho, los valores
promedio muestran que la magnitud de esta endocitosis no se diferencia de la exocitosis
previa (Figura 5.20B). La cinética de decaimiento de la capacitancia se midié utilizando un
ajuste exponencial en cada experimento. El ajuste se aplico desde 100 mseg después de
terminado el estimulo (para evitar el AC,, producido por las corrientes de compuerta de los

canales de Na*) (Moser y Neher, 1997a) hasta aproximadamente 5 seg después. El tiempo
caracteristico de decaimiento promedio de este proceso fue de Te= 711 + 21 mseq, llegando

en promedio a compensar totalmente el valor de la exocitosis previa a los 4 seg de
terminado el pulso (Figura 5.20B). Estos resultados enmarcan a esta endocitosis en un tipo

de endocitosis rapida compensatoria (Engisch y Nowycky, 1998).

A () _ B

™
"

(ii)

AC m [fF]
o

5fF

=711+ 21 ms

|
i o

2seg Exo Endo

"

Figura 5.20 -Endocitosis frente a un PA&) (i) Ejemplo representativo dAC,, en respuesta a un
PAs, en una escala temporal que permite aprecianl@docitosis que se desarrolla posteriormente a la

exocitosis.(ii) Promedio de l0AC,, en respuesta a un PAs (n=28). La caida en la cigada,
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representativa de la endocitosis, fue ajustada a fumcién exponencial. El ajuste esta representado
por la linea roja superpuesta al trazado experiraér{B) El grafico de barras representa los valores

promedios de exocitosis y endocitosis, esta Ultimealida como la diferencia entre los valores de
capacitancia a 100 mseg después de terminada lpotlizacion y a los 4 seg, cuando la caida se
completd totalmente. La comparacion de ambos valoneiestra que la endocitosis no presenta

diferencias significativas en comparacién con laatosis producida por un PAs.

El tiempo caracteristico medido para el proceso de endocitosis es coherente con el
tiempo de recuperacion del PPA. Para analizar la posibilidad de que esta endocitosis pueda
estar relacionada con la recuperacion de vesiculas, se utilizaron tratamientos que sabemos
que afectan a la endocitosis rapida, y se evaluaron sus efectos sobre la endocitosis
generada por un PAs y sobre la recuperacion del PPA. Es esperable que estos tratamientos
generen una disminucion en la caida de capacitancia después de la exocitosis, pero podrian
afectar o no a la recuperacion. Existen evidencias que demuestran que la endocitosis rapida
es activada preferentemente por una entrada de calcio desde los canales de tipo L (Rosa y
col., 2007). El bloqueante del canal L, Nitre, produjo una marcada inhibiciobn de la
endocitosis generada luego de la aplicacion de un PAs en comparacion con la condicion
control (Figura 5.21A), mientras que la recuperacion de PPA no fue afectada por este

blogueante (Figura 5.21B).

0 2 4 6 8 10

Tiempo entre pulsos [seg]
Figura 5.21- EL bloqueo de los canales L inhibe a la endocitodfsda (A) Promedio de lod\C,
producidos por un PAs en presencia de Nitre (M) (n=28). Se observa que El bloqueo de los
canales L genera una clara inhibicidon en la endugi. La linea roja muestra el ajuste obtenido para
el promedio de los experimentos controles (Figu20B-ii) para su comparaciorfB) En esta figura
se comparan la recuperacion del PPA, en funcién taehpo entre PAs en presencia de Nitre

(cuadrados azules) con la condicion control, obdenien la figura 5.17A-ii (linea roja). La
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recuperacion fue medida utilizando el protocolodies PAs separados por un tiempo variable (ver
figura 5.17A-i), no muestra diferencias con lo alvado en condicion control (linea continua roja).

El nimero de experimentos independientes en todariea es n=45.

Existen evidencias que la endocitosis rapida puede también ser inhibida por el farmaco
dynasore (Tsai y col., 2009), que actiia como un inhibidor no competitivo de la dinamina. La
dinamina es una GTPasa que se polimeriza ensamblandose como un collar alrededor del
cuello de los budding pits. Cuando la dinamina es desfosforilizada cambia la configuracion
de este collar a un estado mas apretado, cerrando el poro fisién y ayudando a completar la
endocitosis. El dynasore mantiene a la dinamina en su configuracion relajada, y por lo tanto
esta droga es un potente inhibidor de la endocitosis (Danino y col., 2004). Este compuesto
tiene como desventaja que produce una inhibicién de las ICa?* (Tsai y col., 2009), y por otro
lado la inhibicion de la endocitosis constitutiva provoca la aparicion de una exocitosis basal
neta, por lo que se debe trabajar generalmente sobre una pendiente positiva en la medicion
de la capacitancia celular (Tsai y col., 2009). La aplicacion de dynasore a una concentracion
de 80 uM produjo una inhibicién del 50% en las ICa** en el pico de la curva IV (p<0,05)
(Figura 5.22A), pero sin reducir significativamente el tamafio promedio del PPA (Figura
5.22B). Este compuesto inhibi6 casi totalmente a la endocitosis generada por un PAs, lo que
se puede observar comparando el trazado experimental de capacitancia en presencia de
dynasore con el ajuste en condicién control, representado por la linea roja (Figura 5.22C).
Sin embargo, este farmaco no inhibié en lo mas minimo la recuperacion del PPA (Figura
5.22D). En particular, el parametro R (utilizado para cuantificar la recuperacion del PPA) en
presencia de dynasore mostr6 valores mayores que la curva control a tiempos = 5
segundos. Este efecto podria relacionarse con el desbalance que genera el dynasore al
inhibir la endocitosis constitutiva (Tsai y col.,, 2009), que en condiciones controles se
desarrolla en forma simultdnea con una exocitosis constitutiva, de forma de mantener la
cantidad de membrana constante. En consecuencia, el aumento sostenido que se observa

luego de los 5 seg podria deberse a un proceso de exocitosis constitutiva.
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Figura 5.22 -Efecto de la aplicacidon del inhibidor de la endosis rapida, dynasore (8®1.). (A) En
esta figura se grafican las curvas IV promedioscendiciones control (n=5) y con dynasore (n=4).
Las curvas IV se generaron por pulsos cuadrado2@® mseg de duracién (desde el potencial de
mantenimiento de -80 mV hasta valores deshtre -60 mV y +60 mV). Dynasore provoco6 una clara
inhibicién en las IC& generadas. En particular para despolarizaciones an® y 10 mV LA
disminucion fue del ~50% (p<0,0%B) Las barras representan los valores promediosAdg, en
condicién producidos por el PAs control (n=34) yncdynasore (n=30) generados por un PAs. El
AC,, con dynasore es levemente inferior aunque no feigtivamente a la obtenida en condicion
control. (C) En este grafico se observa el promedio de los ttazale capacitancia en respuesta a un
PAs con dynasore, mientras que la linea roja eguedte de los experimentos controles presentado en
la figura 5.20A-ii.(D) En este grafico se muestra la curva de recuperad& PPA (medida como en
la figura 5.17A-ii). En presencia de dynasore. Patacomparacion, el ajuste de la curva control de

la figura 5.17A-ii se superpone a los valores eipentales.
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5.4.7 Discusion

En esta seccién de resultados se analizaron varios puntos con el fin de contribuir al

entendimiento del posible rango de frecuencias de accién del IRP.

El primer paso fue estudiar la recuperacion de IRP. Esta recuperacion, evaluada como la
relacion R (ver seccion 5.4.1), fue ajustada por una funcion exponencial simple con un
tiempo caracteristico de recuperacion de 7 seg. La recuperacion del IRP fue medida por
otros autores pero utilizando distintos protocolos. Moser y Neher, (1997a) utilizaron dos
pulsos de 20 mseg separados por un tiempo variable y obtuvieron un tiempo caracteristico
de ~10 seg. Este valor es similar a nuestro valor, y a su vez similar al tiempo caracteristico
de recuperacion del RRP, el cual se es estim0 entre 3-15 seg (Moser y Neher, 1997a; Voets
y col., 1999; Dinkelacker y col., 2000).

Es sabido que el tamafio del IRP, y su recuperacion, pueden ser regulados por diversos
factores. Entre estos posibles factores esta el Ca®* citosolico. En esta tesis se observo que,
una concentracion de 500 nM aumentaba significativamente el tamafio de este pool en
comparacion con 200 nM. Concentraciones ya mayores disminuyeron el tamafio de IRP,
probablemente debido a que estimulan de manera constante a la exocitosis Ca*
dependiente (Sorensen y col., 2004). La regulacion de los tamafios de IRP y de RRP por el
Ca?* citosolico ya habia sido observada en las células cromafines bovinas (Marengo, 2005;
Smith y col., 1998). El aumento en el tamafio de estos pools se ha relacionado
generalmente con la traslocacién de vesiculas desde los pools menos maduros (rio arriba)

en forma Ca*" dependiente (Smith y col., 1998, Marengo y col., 2005).

La extrapolacion de la variable R, que representa la recuperaciéon del IRP, a un tiempo
entre pulsos igual a cero nos dio un Ro de aproximadamente 0,2. Este valor indica que una
fraccion del IRP se recupera casi inmediatamente. Ademas, una concentracién del calcio
citosdlico libre de 500 nM aumenta este valor a 0,5. Estos resultados sugieren que la
recuperacion del IRP seria bifasica. Una primera fase que se mantiene unos pocos seg
después de la despolarizacion y es dependiente de Ca**, y otra mas lenta con un tiempo
caracteristico de 7 seg que seria independiente Ca*. Un valor de Ro mayor a cero fue
observado en otros trabajos en los que se estudid la recuperacién del RRP (Moser y Neher,
1997a; Smith y col., 1998). Ademas estos autores observaron que el valor de Ro aumento
con el Ca** citosodlico desde 0,2 (para valores de Ca®" citosoélico entre 0 y 450 nM) a 0,4
(para valores de Ca?" citosélico entre 450 y 1200 nM) (Smith y col., 1998). En este Gltimo

trabajo, se propuso la existencia de un proceso de recuperacion transitorio dependiente de
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PKC que se activaria por la concentracion de Ca’" transitoria local que se mantiene después
de una despolarizacion (Smith y col., 1998). Es de resaltar que en algunas mediciones
realizadas a tiempos de recuperacion menores de 2 seg nosotros observamos también

evidencias de este proceso transitorio (el valor de R lleg6 a tomar valores de ~0,7).

Los tiempos de recuperacion obtenidos para IRP en nuestras condiciones experimentales
no son compatibles con una participacién sostenida de este pool vesicular a frecuencias
fisiologicas, ni siquiera basales (0,5 Hz). Un tiempo caracteristico de 7 seg implicaria una
recuperacion de un 95% a los 21 segq, lo cual podria sostener una exocitosis constante a una
frecuencia < 0,05 Hz. Sin embargo, es posible que la observada dependencia de la fase
rapida de recuperacién con el Ca* contribuya a que este pool pueda recuperarse mas

velozmente en condiciones fisioldgicas a medida que la frecuencia de disparo aumenta.

Ademas de la regulacion por Ca?*, es esperable que a temperaturas fisiolégicas el tiempo
de recuperacion del IRP se acorte. En un trabajo de Dinkelacker y col., (2000) se observo
gue a una temperatura de 37°C, tanto el tamafio como la velocidad de recuperacion del RRP
estaban aumentados. El Qo para este proceso de recuperacion resultdé ser de 2,3, lo que
corresponde a una aceleracion de la recuperacion por un factor mayor a 3 cuando la
temperatura aumenta desde 22 a 37°C. Ademas, los autores observaron que la
recuperacion transitoria es mas prominente a 37°C que a 32°C, llegando a generar un
sobrerellenado transitorio. Seria esperable que el IRP, por estar formado por vesiculas en el
mismo estadio madurativo que RRP, también este regulado por la temperatura. Este es un

aspecto que debera ser estudiado en el futuro.

Se debe tener en cuenta que la actividad secretoria de las células cromafines en una
situacion fisiolégica se induce a través de la llegada de trenes de PA, que producen la
consecuente despolarizacién de la membrana y entrada de Ca?* que genera la exocitosis.
Nuestros resultados mostraron que la aplicacion de una despolarizacion que simula un
potencial de accién genera la liberacion de ~8 vesiculas. Como se esperaba, este pool de
vesiculas, que denominamos PPA, tiene las mismas caracteristicas de acople con los
canales de Ca®" tipo P/Q que la totalidad del IRP. Las evidencias que apoyan esta
conclusion son; (1) la sensibilidad a BAPTA del PPA que demuestra la cercania entre
canales y vesiculas (2) El efecto inhibitorio de Aga sobre el PPA y la insensibilidad a Nitre.
(3) la suma de los AC,, generados al aplicar consecutivamente un PAs y un pulso de 50
mseg, es igual al valor control generado por un pulso anterior de 50 mseg, lo que indicaria

que el PPA forma parte del IRP.
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Se plantean dos posibilidades en cuanto a la naturaleza de PPA. Una posibilidad es que
el IRP esté formado por una poblacién homogénea de vesiculas, y el PPA correspondiera a
la fraccion de estas vesiculas que se pueden liberar ante la entrada de calcio producida por
una estimulacién tipo PAs. La otra posibilidad plantea que el PPA seria un subpool, cuyas
vesiculas tienen caracteristicas diferenciadas del resto del IRP. Bajo la primera hipotesis,
debido a que el PPA estaria formado por vesiculas idénticas al resto de IRP, el valor de R a
tiempo cero seria 0,7 y a tiempos mayores esperariamos que la recuperaciéon de la fraccion
deprimida de PPA siga la misma cinética de recuperacion que el IRP, es decir con un tiempo
caracteristico de 7 seg (ver figura 5.17A-ii). Sin embargo, los valores experimentales de la
recuperacion de PPA no se ajustan a esta posibilidad, ya que por un lado la recuperacién
del PPA a tiempos cortos fue claramente menor que el 0,7 que establece el modelo tedrico y
ademas la recuperacion presentd un tiempo caracteristico de 1 segundo (7 veces mas
rapido que el IRP). Estos resultados experimentales descartaron la posibilidad de que PPA
sea simplemente una fraccion de vesiculas indiferenciadas del resto de IRP. El PPA por lo
tanto se trataria de un pool de vesiculas con mayor capacidad para liberarse frente a un PAs

y con una velocidad mayor de recuperacion que el resto de IRP.

A partir de las conclusiones del punto anterior se plantearon dos posibles escenarios
para la recuperacion del PPA. Una posibilidad seria que las vesiculas del PPA se recuperen
a partir del reclutamiento de vesiculas desde el resto de IRP, y otra que se recuperen por un
proceso totalmente independiente del IRP, por ejemplo una endocitosis del tipo kiss and run.
Nuestros resultados experimentales (ver figura 5.18B) son coherentes con la primera
hipétesis, indicando que este pool es abastecido por las vesiculas del resto del IRP. Estos
resultados son consistentes con un esquema en el cual frente a un PAs, la liberacién se
produce solamente a partir de vesiculas que forman el PPA, y que este pool seria
recuperado por vesiculas provenientes del resto de IRP. Por otro lado, la segunda hipétesis
exige la presencia de un proceso endocitico rapido luego de la exocitosis de PPA. Este
proceso fue consistentemente observado en nuestros experimentos (ver figuras 5.20A). El
proceso de endocitosis rapida compensatoria frente a un PAs ha sido observado también
por otros autores (Chan y Smith, 2001; Chan y col., 2003). Estos autores lo asociaron con
un proceso de kiss and run, que se activaria a bajas frecuencias de estimulacién (Fulop y
Smith, 2003). Sin embargo, nuestros resultados experimentales mostraron que la aplicacién
de farmacos que inhibieron marcadamente la endocitosis rapida luego de un PAs, no
modificaron en cambio la recuperacién del PPA. Ademas, si las pocas vesiculas que se
liberan ante un PAs fueran recuperadas por kiss and run, seria esperable observar

disminuciones en saltos discretos en la capacitancia de la membrana, y no un trazado

130



Resultados y discusion

continio como el que se observa experimentalmente. Estos resultados en su conjunto nos
indican que la endocitosis rapida que se activa luego de la exocitosis de PPA no estaria

involucrada en la recuperacion de dicho pool.

Una posibilidad que explicaria las diferencias observadas en las propiedades de
liberacion de PPA e IRP seria que las vesiculas de estos dos pools difieran en la distancia al
canal de Ca?". Esta posibilidad es poco probable ya que se observé que el efecto inhibitorio
de BAPTA sobre el PPA es en proporcién similar a su efecto sobre el IRP. Como se explicd
en capitulos anteriores, la eficiencia de la inhibicion de la exocitosis por BAPTA esta muy
relacionada con las distancia entre el canal y las vesiculas (Neher, 1998). Por lo tanto estos
resultados nos hablarian de una distancia similar. Otra posibilidad seria que las vesiculas del
PPA tengan un sensor de Ca?" distinto al resto del IRP. Si bien se ha propuesto que el
sensor de Ca? fundamental para la exocitosis en las células cromafines es la
sinaptotagmina 1 (Voets y col.,, 2001), existen evidencias de la participacion de otros
miembros de la familia de las sinaptotagminas, como la sinaptotagmina 2 (Nagy y col., 2006)
y la sinaptotagmina 7 (Schonn y col., 2008). Sin embargo en ratones KO de sinaptotagmina
1 se ha observado la pérdida total de la liberacion del RRP (Voets y col., 2001b). Ademas, el
rescate de la sinaptotagmina 1 en los ratones KO para esta proteina por la sobreexpresion
de sinaptotagmina2 (Nagy y col., 2006) y de la sintatotagmina 7 (Schonn y col., 2008)
recupera la liberacion pero con una cinética mucho mas lenta (Nagy y col., 2006). Si bien
estas observaciones no apoyan la hipétesis planteada, no tenemos evidencias
experimentales que puedan descartarla. Una tercera posibilidad es que las vesiculas del IRP
estuvieran conformadas por dos grupos de vesiculas con diferentes estados de maduracion
para su liberacién. El estadio final seria alcanzado frente a una sefial de Ca®" intracelular
sostenida. Bajo esta hipotesis, cuando los pulsos son cortos, como un PAs, este proceso de
transferencia de vesiculas desde el IRP al PPA no seria muy eficiente, mientras que para
pulsos de mayor duracion se favoreceria mucho dicha transferencia, provocando la

liberacion de todas las vesiculas del IRP (ver figura 5.19B).

5.5 Trenes de potenciales de accién

Hasta este punto estudiamos la recuperacién del PPA utilizando un par de PAs, lo que
nos dio informacién sobre la cinética y el mecanismo de recuperacion. El siguiente paso es
poner a prueba las caracteristicas de reciclado y de la endocitosis observada frente a trenes

de PAs a distintas frecuencias. Empezaremos por describir los resultados de los trenes a
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bajas frecuencias, con valores entre 0,2 y 0,5 Hz y luego se caracterizara la respuesta a una

frecuencia de 10 Hz.

5.5.1 Trenes a baja frecuencia

Los trenes de PAs aplicados a 0,2 Hz generan un aumento de capacitancia en cada
pulso, asociado a la exocitosis, que luego disminuye (gracias a la endocitosis ya descripta)
hasta llegar al valor basal antes que llegue el siguiente estimulo (Figura 5.23A). Es
importante resaltar que la exocitosis generada en cada pulso se mantuvo constante durante
los 10 pulsos (Figura 5.23B), evidenciando una recuperacion completa del PPA durante los
intervalos entre PAs, que a esta frecuencia fueron de 5 seg. En la seccion anterior se mostro
cémo los cambios de superficie celular provocados por la exocitosis asociada a PPA son
totalmente compensados por una endocitosis rapida que se desarrolla con un tiempo
caracteristico de aproximadamente 0,7 seg. A partir de dichas evidencias experimentales, se
esperaba que frente a un tren de PAs a una frecuencia de 0,2 Hz, que corresponde a una
separacion entre pulsos de siete veces el tiempo caracteristico de la endocitosis, la
capacitancia de la membrana basal permanezca constante, es decir que no haya un
aumento acumulativo al final del tren. De acuerdo con dicha expectativa, la respuesta
promedio generada por trenes de 10 PAs a 0,2 Hz mostr6é que todos los AC,, asociados a
cada pulso fueron seguidos por decaimientos que compensaron dichos aumentos, de forma
que al final del tren no se observd un aumento efectivo (Figura 5.23A). El decaimiento en la
capacitancia en cada pulso del tren fue ajustado con una funcién exponencial. El tiempo
caracteristico promediado, tomando todos los pulsos de los trenes, fue de 660 + 51 mseqg,

que no difiere significativamente del observado para un PAs Unico.
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Figura 5.23 -Respuesta a trenes de PAs a 0,AA)zEl trazado muestra el promedio de los trazados
de capacitancia obtenidos (n=6) frente a trenes Riks (0,2 Hz). Todas las despolarizaciones
contenidas en el tren indujerafdC,,, sincronicos con los estimulos seguidos por deesitos que

compensan completamente los cambios de superéaieethbrana gracias a un proceso endocitotico.
(B) La exocitosis sincronica promedio en funcién deinafo de pulso muestra que la respuesta
permanece constante durante los pulsos sucesivVesldE promedio de la exocitosis fue de 7.4 +£0,3

fF (n=60), el cual se encuentra indicado en el gr@for la linea celeste.

Seguidamente se aumentd la frecuencia de los trenes, para analizar su efecto en el
proceso exocitdtico-endocitético en su conjunto. La aplicacién de trenes de PAs separados
por 2 seg (0,5Hz), que corresponde a 2 veces el tiempo caracteristico de recuperacion del
PPA, produjo una respuesta exocittica que, en este caso, la endocitosis no terminé de
compensar completamente. La falta de compensacion produjo un AC,, neto total al final del
tren de 12 * 4 fF (Figura 5.24A-i). Es posible que parte de los AC,, sincrénicos observados
durante la aplicacion de PAs aislados o en tren se deban a efectos transitorios producidos
por las corrientes de compuerta de los canales de Na* (Chan y Smith, 2003). Para descartar
esta posibilidad se repitid el mismo protocolo descrito previamente, pero ahora usando un
inhibidor de canales de Ca®*, como es el Cd** (100 pM). En estas condiciones, un proceso
independiente de la entrada de Ca?", como son dichas corrientes de compuerta, deberian
permanecer en la respuesta. Como se puede ver, en un promedio de 4 experimentos

independientes, no hubo cambios evidentes de capacitancia cuando los canales de Ca*
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fueron bloqueados con Cd** (Figura 5.24A-ii). Esto reafirma que los AC,, producidos por
estos trenes se deben a la exocitosis producida por los PAs y a la endocitosis asociada. El
andlisis de la exocitosis sincronica inducida por cada pulso en trenes de 0,5 Hz muestra un
decaimiento progresivo en esta respuesta a medida que pasan los pulsos (Figura 5.24B).
Esto probablemente se debe a que la recuperacion de PPA no llega a completarse en los 2

seg que hay entre pulsos consecutivos a esta frecuencia.

A o bt e

[CICd™ 1=100uM Wameroes pulse

Figura 5.24 —Exocitosis generada frente a trenes de PAs a 0,3A)Zi) Trazado de capacitancia
promedio generado por un tren de 10 PAs (n=13).eEte trazado se observa AC,, sincronico,
seguido por una endocitosis que en este caso ga kecompensar totalmente la exocitogib.
Trazado de capacitancia obtenido frente al misman tanterior en presencia del blogueante de
canales de C4 Cd* (100 pM). Este bloqueante inhibe la respuesta igdtima demostrando la
dependencia de esta respuesta coBal". (B) En este gréfico se observa la exocitosis sincedeia
funcién del nimero de pulso del tren. La exocitesmerdnica fue medida como la diferencia de

capacitancia antes y después del pulso, promediadama ventana temporal de 100 mseg

5.5.2 Trenes a alta frecuencia

Frente a la aplicacion de trenes de 70 PAs a 10 Hz nuestras células cromafines no
respondieron en forma homogénea, sino que presentaron dos respuestas distintas. En
algunos casos se observd un AC,, al final del tren con un valor similar al tamafio del IRP,
mientras que en otros casos el cambio fue aproximadamente el triple. Ejemplos de los dos

tipos de respuestas se muestran en la figura 5.25. Agrupando las respuestas segun esta
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clasificacion, el valor promedio del primer grupo fue de 27 £ 5 fF (n= 4), y de los segundos de
96 + 9 fF (n=4). En los trenes del segundo grupo se observl una respuesta bifasica. Una
primera fase en la que la capacitancia después de unos 15 PAs llega a una meseta, y otra
fase que se hace evidente después de los 25 pulsos en la que la capacitancia parece
aumentar con una cinética lineal. La saturacion transitoria observada luego de los 15
primeros PAs (35 £ 6 fF) coincide aproximadamente con el valor maximo de aumento en
capacitancia alcanzado por los trenes del primer grupo, y con el tamafio promedio del IRP en
condiciones controles.
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Figura 5.25 —Exocitosis producida por un tren de 70 PAs a 10HEs respuestas frente a este
protocolo fueron separadas en dos grupos.(Bnse muestra un ejemplo representativo de los que
generan unAC,, monofasico con un valor de saturacion similar RPly(B) los que presentan una

respuesta bifasica, generando finalmente una eosisimayor al IRP.

Para intentar aislar la liberacion del IRP frente a las vesiculas menos acopladas del RRP
en los trenes a 10 Hz, se realizaron experimentos en los que se aplicaron solamente 20
pulsos, esto teniendo en cuenta que la meseta de los trenes con respuesta bifasica se
observa normalmente entre los pulsos 15 y 25 pulsos (Figura 5.25B). Este tipo de tren
(Figura 5.26A) gener6 un AC,, total de 33 £ 5 fF (n=14), que no difiere significativamente del
tamafio del IRP (Figura 5.26B). El andlisis del componente sincrénico de los trenes a 10 Hz
muestra una clara disminucion con el nimero de pulsos que se deberia al agotamiento del
IRP (Figura 5.26C).
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Figura 5.26-Respuesta a trenes de 20 PAs a 10(WgEn esta figura se muestra el promedio de los
trenes generados por este protocolo de estimula&arel trazado de capacitancia celular se observa
gue la respuesta se satura. La exocitosis totabgeta por esta estimulacion se midio al final deht
como se indica por la linea naranja (Ex@R) Las barra a la izquierda en esta figura represeata
valor promedio de la exocitosis provocada por lenés de PAs a 10 Hz (3315fF, n9ldomparada
(barra a la derecha) con &C,, generado por un pulso de 50 mseg, que se utilimecestimacion del
tamanio del IRP(C) En esta figura se grafica el componente sincrogienerado por los PAs del tren

en funcion del nimero de pulso.

5.5.3 Discusion

El estimulo fisiologico que induce la liberacion de catecolaminas desde las células
cromafines son potenciales de accion, que se disparan en estas células en respuesta a la
estimulacion ejercida por la acetilcolina liberada desde terminales nerviosos simpaticos. En

esta seccion se aplicaron trenes de PAs intentando simular el rango de frecuencias
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fisiolégicas de disparo de estas células en una condiciones de reposo (0,2-0,5 Hz) y de
estrés (10Hz).

Los resultados experimentales de los trenes a bajas frecuencias muestran una clara
respuesta exocitotica seguida por un decaimiento asociado a la endocitosis. En cuanto a la
exocitosis, los resultados son consistentes con el tiempo caracteristico de recuperacion del
PPA de 1 seg. Cuando los trenes de despolarizaciones son aplicados a una frecuencia de
0,2 Hz, la exocitosis sincronica generada en cada pulso se mantiene constante durante el
tren de 10 pulsos. Esto es consistente con que a esta frecuencia el tiempo entre PAs es de 5
seg, un valor 5 veces mayor al tiempo caracteristico de recuperacién del PPA de 1 seg. Este
tiempo es suficiente para que este pool se recupere casi totalmente (99%). A diferencia de
este resultado, cuando la frecuencia aumenta a 0,5 Hz, el componente sincrénico asociado
a PPA ya no se mantiene constante, ya que un tiempo entre pulsos de 2 seg es suficiente
para que la recuperacion alcance solo el 86%, por lo tanto se observa una cierta caida en la
respuesta. Estos experimentos conjuntamente con los experimentos de recuperacion del
PPA indican que en nuestras condiciones experimentales (concentraciones de buffers de
Ca®* internos, temperatura ambiente) el PPA solamente estaria aproximadamente
capacitado para responder de manera sostenida en el limite inferior del rango fisiol6égico de
frecuencias de la célula cromafin. Es altamente probable que a temperaturas fisiologicas la
velocidad de recuperacion de PPA e IRP aumenten marcadamente y esto permita una
respuesta sostenida a mayores frecuencias. Este aspecto deberd ser investigado en el

futuro.

Por otro lado, a estas frecuencias (0,2 y 0,5 Hz), se evidencié una endocitosis rapida,
compatible con la cinética que se observo para un PAs Unico. El tiempo caracteristico de la
endocitosis (0,7seg) a su vez podria ser compatible con la participacién de este proceso en
la recuperacion de vesiculas. Sin embargo, en la seccién anterior se descartd que esta
endocitosis estuviera implicada en la recuperacion de vesiculas del PPA, como podria
suceder con un mecanismo de endocitosis rapida de tipo kiss and run. Esta endocitosis
permite que durante los trenes a 0,2 hz se compensen completamente los cambios de
superficie de membrana provocados por la exocitosis generada en cada pulso, con lo cual
no se observa un aumento acumulativo en los valores de capacitancia celular. A una
frecuencia de 0,5 Hz, sin embargo la endocitosis no llega a compensar totalmente la

superficie de membrana, generando un aumento neto en AC,,.
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Es esperable, como ya se menciond en secciones anteriores, que tanto la dindmica de
recuperacion de vesiculas como también la endocitosis sean reguladas por la temperatura,
pudiendo acelerar marcadamente estos dos procesos en condiciones fisiologicas. Por
ejemplo, se observo que en neuronas del hipocampo en cultivo a una temperatura fisiologica
(37C), disminuye significativamente la liberacion generada por un PA y aumenta la
velocidad de recuperacion del RRP en un factor 3 respecto a a una temperatura de 25C
(Pyott y Rosenmund, 2002). La combinacién de un aumento en la velocidad de recuperacion
y una disminucion en la probabilidad de liberacion genera una reduccién en la depresion
sinaptica acompafiada de un aumento en el mantenimiento del componente sincronico de
liberacion a frecuencias altas de estimulacién (Pyott y Rosenmund, 2002). Otros trabajos, en
la sinapsis gigante Calix de Held, mostraron un resultado similar, en el cual se reduce la
duracién del PA y también la depresion de la transmision sindptica a altas frecuencias a
temperaturas fisiologicas (Taschenberger y von Gersdorff, 2000). Estos resultados sugieren que
a temperatura fisioldgica se favoreceria la estabilidad de la transmision sinaptica a frecuencias
altas por el aumento en la velocidad de reclutamiento de vesiculas y por una reduccién en la

cantidad de vesiculas que se liberan en un PA.

En una situacién de estrés las células cromafines aumentan su frecuencia de disparo
hasta valores mayores a los 10 Hz. Frente a estimulos que simulan este patron de
estimulacion se observan dos respuestas distintas. En algunos casos, un tren de 70 PAs a
10 Hz produjo un AC,, similar al tamafio del IRP, y en otros el AC,, total al final de tren fue
varias veces mayor. Estos dos patrones de respuesta ya han sido observados en células
cromafines bovinas estimuladas con trenes de pulsos despolarizantes cuadrados (Marengo,
2005), y podrian deberse a diferencias en la acumulacion de Ca** citosélico que favorezca la
traslocacion de vesiculas desde pools situados rio arriba o el reclutamiento de vesiculas
mas alejadas de las fuentes de Ca®*, o bien a la presencia o pérdida (por dialisis en whole

cell) de algun factor citoplasmatico soluble que regule estos procesos de translocacion.

Si las vesiculas y los canales no estuvieran colocalizados como ocurre con las vesiculas
del IRP, la pequefa cantidad de calcio que entra durante un potencial de accion unico
probablemente no seria suficiente para estimular exocitosis vesicular (Zhou y Misler, 1995).
Este resultado es compatible con la idea de que las vesiculas del IRP serian las
responsables de mantener la eficiencia de la respuesta en una condicion fisiolégica de
reposo o de bajas frecuencias. Por otro lado, frente a una condicién de estrés donde se
disparan PA a altas frecuencias, la respuesta estaria inicialmente (aproximadamente

durante los primeros 20 PA en nuestras condiciones) acotada por el tamafio del IRP, y luego
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la acumulacion de Ca®* residual favoreceria el reclutamiento de vesiculas méas alejadas de

los canales de Ca** y/o que se hallen en un inferior estado de maduracion (Marengo, 2005).
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6 DISCUSION FINAL

Las células cromafines comparten el mismo origen embriolégico que las neuronas del
sistema autobnomo simpético (Le Douarin y col., 2008) y conservan las propiedades de
excitabilidad de la membrana y los mecanismos de exocitosis (Jahn, y col., 2003). Tanto la
transmision sinaptica en las neuronas como la secrecion de adrenalina por parte de las
células cromafines estd mediada por la entrada localizada de Ca?* desde el medio
extracelular a través de la activacion de canales de Ca*" dependientes de voltaje localizados
en la membrana plasmatica (Augustine y Neher, 1992). La organizacion espacial entre
canales y vesiculas condiciona las caracteristicas del proceso de secrecidén, ya que las
vesiculas pueden ubicarse mas cerca o mas lejos de los sitios de entrada de Ca®, y en
consecuencia adquirir diferente probabilidad de liberacién. Una diferencia importante entre
las terminales sinapticas y las células neuroendocrinas en general esta en el grado de
acoplamiento entre la excitacion y la liberacién de sustancias activas (Oré y Artalejo, 2004).
El alto grado de acoplamiento que se observa en las terminales sinapticas, donde los
canales de Ca®* estan altamente acoplados a los sitios de liberacion, puede ser explicado
por la presencia de interacciones especificas entre los canales y las proteinas asociadas a
las vesiculas en la region synprint, presente en los canales de Ca** tipo P/Q y N ha sido
descripta como tal vez el principal candidato para participar de dicha interaccion (Catterall,
1999). En experimentos “in vitro” se ha observado que el synprint interactla con syntaxina,
SNAP-25, synaptotagmina, CSP y RIM (Rettig J y col., 1996; Jarvis y Zamponi, 2005; Davies
y Zamponi, 2008). Por otro lado, “in vivo” se observo que la inyeccién de synprint en el
ganglio cervical simpético (SCGNSs) redujo al 42% la transmision singptica (Mochida S,
1996). Por otro lado, la inyeccion del péptido synprint en neuronas de Xenopus produjo una
reduccién del 25% en la transmision sinaptica (Rettig y col., 1997). La optimizacion de la
fusion de las vesiculas en este sistema es esencial y tiene implicaciones fisiologicas, ya que
los retrasos en la transmisién sindptica limitan la velocidad de procesamiento de la
informacion en el sistema nervioso. En contraste, en las células cromafines, la velocidad con
la que las hormonas secretadas hacen su efecto en los érganos blanco esta limitada por el
trasporte de dichas hormonas por el torrente sanguineo. Por lo tanto, estas células no
tendrian, en principio la necesidad fisiolégica de liberar hormonas en forma altamente
acoplada. De hecho, existen evidencias experimentales y simulaciones computacionales
que muestran que los canales de Ca?' y la mayoria de las vesiculas preparadas para

liberarse no estan estrictamente colocalizados, y en promedio las vesiculas secretorias se
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ubicarian a 300 nm de los canales (Chow y col., 1992; Neher, 1998; Segura y col., 2000).
Sin embargo, resultados presentados en esta tesis y previos de otros autores demuestran la
existencia del IRP, un pool de alta eficiencia de liberacion con caracteristicas similares de
acople vesicula-canal a las de las terminales nerviosas. El IRP se observé por primera vez
frente a pulsos despolarizantes de corta duracion, frente a los cuales se detecté la liberacién
sincronica de un pequefo grupo de ~17 vesiculas (Horrigan y Bookman, 1994; Voets y col.,
1999). Clasicamente el IRP se defini6 como un pool formado por vesiculas, igualmente
maduras para liberarse que las otras que componen el RRP, pero ubicadas en zonas
cercanas a los canales de Ca?". La proximidad con los canales permitiria que estas
vesiculas se encuentren sujetas a los gradientes locales de Ca?* cuando se activan estos
canales, y consecuentemente se liberen mas rapidamente (Neher, 1998, Alvarez y Marengo,
2010). Los valores de tasa de liberacién del IRP medidos en nuestras células en cultivo y
por Voets y col, (1999) en rodajas de glandula adrenal, 64 seg™ y 150 seg*
respectivamente, son comparables con las tasas de liberacion observadas en algunas
preparaciones neuronales. Por ejemplo, en sinapsis de neuronas del hipocampo se midié un
valor de 150 seg™ (Goda y Stevens, 1994) y un valor de 70 seg™ en las terminales nerviosas
de la glandula pituitaria posterior de rata (Hsu y Jackson, 1996). Teniendo en cuenta la
sensibilidad al Ca®* de la maquinaria de fusion, la rapidez de la exocitosis y la distribucion
espacial de la sefial de Ca®", la concentracion de Ca®* necesaria para la fusion de las
vesiculas secretorias durante una despolarizacion soélo se pueden alcanzar en un
nanodominio de 10-30 nm alrededor de la boca del canal (Neher, 1998) o en un dominio de
algunos cientos de nanémetros (microdominio) alrededor de un cluster de varios canales de
Ca?* (Robinson y col., 1995).

Hasta ese punto no estaba claro si el alto acoplamiento al que estan expuestas las
vesiculas del IRP proviene de la interaccion con algun subtipo de canal particular o con una
poblacion heterogénea de canales. Los resultados obtenidos en la Tesis de Licenciatura de
la autora, mostraron fuertes evidencias de un acoplamiento especifico entre las vesiculas
del IRP y los canales de Ca®" tipo P/Q (Alvarez y col., 2008). El primer objetivo de esta Tesis
de doctorado fue profundizar la caracterizacion del acople funcional que se establece entre
los canales de calcio dependientes de voltaje y el IRP. Los resultados experimentales
confirmaron que los canales P/Q son marcadamente mas eficientes que los canales del tipo
L para liberar las vesiculas secretorias altamente acopladas del IRP, y que dicho acople

funcional es el resultado de la proximidad espacial entre vesiculas y canales.
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Los canales tipo N y P/Q son los mas abundantes en las terminales nerviosas, en las
cuales se colocalizan con las vesiculas sinapticas en zonas activas de liberacion (Caterall,
1999; Zamponi, 2003). En nuestro preparado de células cromafines se observd una
contribucién de los canales tipo L y P/Q a la corriente total. Si bien los canales L son los mas
abundantes, similarmente a lo que ocurre en las terminales sinapticas los canales P/Q son
los que juegan el rol preponderante en la exocitosis frente a estimulos de corta duracién,
que permiten liberar las vesiculas mas acopladas a los canales. Ademas de nuestros
resultados experimentales, en resultados previos de otros autores se observd que frente a
una despolarizacion de corta duracién que simula un potencial de accidn unico, el canal P/Q
es significativamente mas efectivo en liberar catecolaminas que el canal L (Chan y col.,
2005). La mayor efectividad de los canales P/Q sobre los L fue también observada en
resultados previos frente a un tren de PAs a frecuencias fisioldgicas (0,5-15Hz) (Polo Parada
y col.,, 2006). Ademas en este Ultimo trabajo, los autores observaron que los canales L
podrian ser reclutados frente a un tren a alta frecuencia (15 Hz) después de la aplicacion de
100 PAs (Polo Parada y col., 2006). En nuestros resultados observamos que el IRP se
agotaria en un tren a 10 Hz aproximadamente después de 20 PAs, por lo tanto el
reclutamiento de los canales L visto por estos autores podria ser una explicacion de la
liberacion de las vesiculas menos acopladas que ha sido observada en nuestros

experimentos.

Dada que los resultados reafirman que el IRP es consecuencia de una interaccion
especifica de las vesiculas secretorias con los canales P/Q y no el resultado de una
asociacion al azar de vesiculas y canales (ver capitulo 2 y seccion 5.2), es légico plantear la
posibilidad de que deberia existir un sitio de reconocimiento en los canales P/Q. Es sabido
gue la region synprint, la cual es capaz de interactuar con varias proteinas que conforman el
complejo SNARE (syntaxina, SNAP-25 y synaptotagmina) y otras proteinas sinapticas como
las proteinas CSP y RIM (Zamponi, 2003), se ubica especificamente en canales de tipo P/Q
y N, pero no de tipo L (Spafford y Zamponi, 2003). Dado que nuestras células presentaron
fundamentalmente corrientes tipo L y P/Q (Alvarez y col., 2008), es razonable plantear la
hipotesis de que la interaccion entre las vesiculas del IRP y los canales P/Q se produzca a
través de la region synprint. El segundo objetivo de esta tesis fue estudiar esta posibilidad.
Los resultados muestran que el agregado de synprint produce una disminucion significativa
de la exocitosis del IRP. Por otro lado el efecto del synprint no aparecio frente a estimulos
capaces de liberar las vesiculas poco acopladas. En resumen, los resultados apoyan la
hipdtesis de que el IRP es el resultado de la interaccion entre un grupo de vesiculas
secretorias y los canales P/Q a través del sitio synprint.
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Una pregunta que surge es: ¢Por qué solamente un pequefio grupo de vesiculas, las
contenidas en el IRP, se asocian a los canales de tipo P/Q por medio del synprint, y no pasa
lo mismo con un mayor numero de vesiculas? Suponiendo una densidad de 12 canales por
um? (Fenwick y col., 1982), en la célula habria alrededor de 4000 canales de Ca**. Tomando
que la proporcion de canales P/Q es del 44% (esta proporcién es la que observamos
experimentalmente en las corrientes de Ca** celulares) habrian ~1700 canales P/Q. Ademas
segun nuestras estimaciones los canales P/Q asociados a IRP estan asociados en clusters
de 6 canales, con lo cual tendriamos 280 clusters. El pool de vesiculas preparadas para
liberarse RRP, est4 formado por alrededor de 150 vesiculas y el IRP por unas 20. Frente a
estas estimaciones parece logico pensar que todas las vesiculas del RRP podrian acoplarse
a canales P/Q. Sin embargo esto no se observa experimentalmente. La respuesta a esta
pregunta podria estar relacionada con que no todos los canales de Ca?* tipo P/Q expresen
el sitio de interaccién synprint en las células cromafines. Una evidencia que apoya esta
hipotesis fue observada en las células PC12, que son una linea celular tumoral derivada de
las células cromafines. En estas células se observo que la variante dominante de canales
P/Q, generada por splicing alternativo, no expresa el synprint (Rajapaksha y col., 2008). La
porcion remanente que expresa el synprint podria ser la explicacion a la existencia de un
pool acoplado a los canales P/Q, como es el IRP. Es interesante notar que debido a la
expresion de la variante de splicing que no tiene el synprint, neuronas de hipocampo
mostraron deficiencias en la formacion de clusters de canales en las presinapsis, lo que
sugiere que el synprint también podria estar relacionado en la formacion de la estructura de
las zonas activas (Rajapaksha y col.,, 2008). Este resultado experimental sugiere la
posibilidad de que los canales de Ca** con synprint que se asocian a la liberacién del IRP se
asocien en clusters. La existencia de clusters de canales asociados al IRP es compatible
con los resultados obtenidos a través de modelos computacionales desarrollados en esta

tesis (ver seccion A.2.1) y por otros grupos (Segura y col., 2000).

La importancia fisiologica del IRP no esta claramente establecida. El estimulo fisioldgico
que induce la liberacion de catecolaminas desde las células cromafines son trenes de
potenciales de accion, que se disparan en estas células en respuesta a la estimulacién
ejercida por la acetilcolina liberada desde terminales nerviosos simpéticos. En una situacion
de reposo la frecuencia de disparo de estas células es de aproximadamente 0,5 Hz,
mientras que en condiciones de estrés, aumenta a valores mayores a 10 Hz. Es esperable
que a bajas frecuencias de potenciales de accion no haya acumulacién de Ca** residual, y
consecuentemente las vesiculas alejadas de los canales no estarian expuestas a una

concentracion suficiente de Ca®* como para ser liberadas. En consecuencia ha sido
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propuesto que, el IRP seria un pool que aseguraria una exocitosis de alta eficiencia capaz
de sostener la secrecion a esas bajas frecuencias (Olivos Oré y Artalejo, 2004). Sin
embargo, la posibilidad que IRP cumpla con esta mision depende de su velocidad de
recuperacion. Por lo tanto, como tercer objetivo, nos preguntamos cudal es la velocidad de
recuperacion de este pool, y consecuentemente el rango de frecuencias al que puede
responder de manera sostenida. Hallamos que la exocitosis generada frente a un PAs,
proviene de un subpool del IRP, al que denominamos PPA. Nuestros resultados muestran
que la recuperacion del PPA es marcadamente mas veloz que las del resto del IRP, lo cual
permite que las células respondan a trenes de PA a frecuencias bajas en forma sostenida.
La aplicacion de trenes de PAs a una frecuencia de 0,2 Hz, mostré6 que el componente
sincronico de la exocitosis se mantiene constante a lo largo de 10 pulsos sucesivos. A
frecuencias un poco mayores, como 0,5 Hz, la respuesta no llega a ser sostenida durante
los 10 pulsos, sin embargo, es altamente probable que este limite de frecuencias este
subestimado con respecto a las condiciones fisiolégicas reales, fundamentalmente debido a
la diferencia de temperatura entre nuestros experimentos (aproximadamente 25°C) y la
existente en una condicion fisiolégica. En las células cromafines se observd que a una
temperatura de 37°C, tanto el tamafio como la velocidad de recuperacion del RRP estan
aumentados marcadamente respecto a una temperatura de 25°C (Dinkelacker y col., 2000).
Ademas, resultados experimentales en preparados neuronales muestran que a la
temperatura fisiologica (37°C), se favorece la estabilidad de la transmision sinaptica en un
mayor rango de frecuencias por el aumento en la velocidad de reclutamiento de vesiculas y
por una reduccion en la cantidad de vesiculas que se liberan en un PA (Taschenberger y
von Gersdorff, 2000; Pyott y Rosenmund, 2002). Suponiendo que la recuperacion del PPA
es acelerada en un factor 3 cuando la temperatura se eleva desde 22 a 37, tomando el
valor observado por Dinkelacker y col. (2000) en células cromafines para la recuperacion del
RRP, la recuperacion del PPA pasaria a un valor del orden de los 300 mseg. Este tiempo de
recuperacion le permitiria a las células responder de manera sostenida a frecuencias de
hasta ~3 Hz.

En cuanto a la recuperacion del PPA, nuestros resultados experimentales indican que se
efectuaria a expensas de las otras vesiculas del IRP, y rechazan la hipétesis que plantea
que la recuperaciéon del PPA se produce a través de un mecanismo de kiss and run (Chany
Smith, 2003). Frente a estas evidencias, planteamos la hipétesis de que las vesiculas del
IRP y el PPA representen dos estados madurativos diferentes que se disponen de manera
secuencial (Figura 5.19B), y tienen en comun la proximidad de sus vesiculas con los canales

de Ca*" tipo P/Q. La maduracién al estado final PPA, podria ser dependiente de Ca**. El
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hecho de que frente a un pulso despolarizante de 50 mseg se libere todo el IRP, podria ser
explicado por este tipo de esquema. La idea es que cuando las estimulaciones son de corta
duracién, y por lo tanto se induce una entrada de Ca** pequefia, se liberaria solamente el
PPA. En esa situacion el IRP actuaria rellenando el PPA con una tasa de traspaso de
vesiculas de 1 seg™. Cuando los pulsos despolarizantes son més largos, y por lo tanto el
Ca?* permanece alto durante mas tiempo la tasa de traspaso aumentaria su valor y
consecuentemente el tamafio del PPA aumentaria velozmente a expensas del resto del IRP.
Este proceso podria interpretarse como un proceso de facilitacion por Ca?* que podria estar

favorecido por la proximidad espacial de canales y vesiculas dentro del IRP.
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Anexo: Simulaciones computacionales

En esta seccion se desarrollan simulaciones de la dinamica del calcio y liberacién de
vesiculas para entender el acople de la exocitosis con la estimulacién y el reciclado de
vesiculas en las células cromafines. La simulacion contempla la entrada del Ca®* por los
canales, la difusion tridimensional del Ca® y la liberacion de las vesiculas (ver seccion 4.6).
Estas simulaciones incorporan algunas de las hipétesis planteadas a partir de los datos
experimentales asi como también parametros conocidos experimentalmente a partir de este

y otros trabajos.
A.1 Condiciones iniciales

En las simulaciones se tomaron como condiciones iniciales los parametros que se

describen a continuacién para las corrientes y los buffers.
A.1.1 Corrientes de calcio

En las simulaciones se consider6 una Gnica fuente de Ca®* ubicada en el centro de la
superficie de un cubo de 1 uym de lado (ver seccion 4.6.1). Durante la despolarizacion se
activa una corriente simulada con el modelo de Hodgkin y Huxley de dos compuestas (ver
seccion 4.6.2). El valor de la corriente que se activa frente a la despolarizacién tiene la forma
de una corriente macroscopica, o sea la que normalmente se mide en la configuracion whole
cell, pero con el valor de corriente proporcional al area de la simulacion. Esta descripcion de
la corriente no es la precisamente correcta para un canal Gnico. En realidad, cada canal de
Ca’* se abre y cierra en forma estocastica y la integracion de todos los canales produce la
corriente que se mide en una configuracion whole cell. Una descripcion probabilistica de la
entrada de Ca®* por los canales fue simulada en algunos trabajos los cuales concluyeron
que esta descripcion introduce pequefias fluctuaciones en la sefial de Ca** que no generan
diferencias importantes en el estudio de la secrecion en las células cromafines (Klingauf y
Neher ,1997; Segura y col., 2000). Estos autores, coinciden en que esas fluctuaciones
podrian llegar a ser importantes en la liberacion de nuerotrasmisores en sinapsis para las
cuales el volumen de simulacion es varias veces menor (Yamada y Zucker, 1992). Como ya
veremos, nuestras simulaciones predicen que la entrada de Ca** es en realidad a partir de

un cluster de varios canales.
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Como se dijo arriba, la corriente en el modelo (ICa*,) es calculada de forma que
represente la fraccién de la corriente total (ICa**) que corresponde al area simulada. La
relacion entre 1Ca*", y ICa**,, depende del grado de polarizacion de las células (es decir de
una distribucién de canales polarizada u homogénea). Un grado de polarizacién alto es
esperable en una situacion fisiologica, ya estas células establecen un contacto directo con
los capilares sanguineos hacia donde se secretan las catecolaminas (ver figura 1.1). Sin
embargo en las células en cultivo esta polarizacion tiende a desaparecer (Marengo y Monck,
2000) por la pérdida del acople con los capilares. Si suponemos que no existe polarizacion,
la relacion entre la corriente total y la corriente en el modelo es proporcional a la relacion
entre las areas. Suponiendo un radio promedio de las células cromafines de 5 ym la relacién

entre las corrientes del modelo y la corriente total se muestra en la ecuacion 1.

2 2
Scell — 4” = 4”(5/,011) = 10077.
S | 2 2

m 1um (A1)

ICa[2+

ICa’’ =
314

La corriente promedio experimental obtenida para pulsos cuadrados de distintas
duraciones entre 5 y 50 mseg fue de 180 pA, este valor corresponde a una corriente total en
la simulacion de 0,6 pA calculada por la ecuacién 1. A su vez la corriente en el &rea simulada
debe dividirse por el nimero de canales. Basandose en el analisis de ruido Fenwick y col.,
(1982) estimaron una corriente Gnica de los canales de Ca?* de 30 fA a un potencial de
membrana de + 10 mV y con 1 mM de Ca** externo. En el trabajo de Klingauf y Neher,
(1997) asumieron que para 5 mM de Ca** externo la corriente de canal Gnico aumentaba a
50 fA. El nimero de canales compatible con este valor de corriente Unica y la corriente de
simulacion de 0,6 pA, es de 12 canales (12 canales/um?®). Este valor es consistente con la
densidad de canales estimada entre 5-15 canales/um® en células cromafines bovinas
(Fenwick y col., 1982).

A.1.2 Buffers

Las simulaciones contemplan un buffer fijo y un buffer moévil exégeno (EGTA) cuyas
constantes se detallan en la tabla A.1. Las constantes utilizadas para el buffer fijo
corresponden a la calbindina 9kD (Forsen, S. y col., 1988), una proteina citosolica que tiene
dos sitios de interaccion con calcio (Heizmann y Braun, 1992) (ver las constantes en la tabla
Al).
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Geometria
Lado del cubo 1 um
Ax 30 nm
Ca2+
| ca®, 180 pA
| Ca*p, 0,6 PA
| Ca** 4nico 50 fA
[Ca®ciossiico basal 0,1 uM
Dcaz+ 220 um®seg™
Buffer fijo
Calbindina
(Bl 300 uM
Ko 10 uM
Kon 5x 10° M'seg™
Buffer movil
EGTA
(B 500 uM
Ko 0,15 UM
Kon 1x 10’ M'lseg'l
Ds 220 um?seg™
Exocitosis
Kon 8 uM* seg™
Koft 105 seg™
y 1 seg™
Kd 13 UM
*h 20 nm

Tabla A.1-Parametros utilizados como condiciones inicialedasnsimulaciones. *h es la distancia

membrana sensor.
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A.2 Simulaciones

A.2.1 Exocitosis del IRP

La distancia entre los canales de Ca* y las vesiculas del IRP ha sido estimada en ~30
nm mientras que las demas del RRP estarian en zonas mas alejadas de la fuente a ~300 nm
(Segura y col., 2000 y Klingauf y Neher, 1998). En esta seccién se simularon una situacion
experimental en la que se aplican pulsos despolarizantes de distintas duraciones
(equivalente a los experimentos representados en la figura 5.2A). En estos experimentos se
evidencié la liberacion del IRP frente a despolarizantes de duraciones menores a 50 mseg.
El valor del IRP experimental obtenido del ajuste del valor asintético de la respuesta a
pulsos despolarizantes menores a 50 mseg, fue de 33 fF (Figura 5.1A de Resultados y
discusion). Tomando un valor para el RRP de 120 fF, que se obtiene promediando el Byin Yy
el Bhax medido para este pool (Figura 5.2B de resultados y discusion), el IRP corresponde a
un ~27% del RRP. Suponiendo un esquema en el cual el 27% del RRP (33 fF) se ubica a
una distancia fija de 30 nm de la fuente de calcio, que puede ser un canal o un cluster de
canales, y el resto a 300 nm (87 fF), se ajusto la corriente total (ICa”",,) que se necesita para
que con un pulso de 50 ms. el modelo libere un valor similar al del IRP (Tabla A.2). En la
tabla se muestra para los valores de corriente del modelo (ICa**,), la exocitosis generada
por las vesiculas a 30 nm, a 300 nm y la suma de ambas exocitosis. Ademas, en la Ultima
columna se muestra el nUmero de canales que corresponderian a cada valor de corriente,
tomando un valor de 50 fA para cada canal. A partir de un valor de corriente de 0,3 pA la
exocitosis simulada del IRP llega a su valor limite de los 33 fF. Por esta razén este valor es

el utilizado en el resto de las simulaciones.

Una corriente de 0,3 pA genera en la simulacion el perfil de la [Ca?*] que se muestra en la
figura 1A-i. Con este valor de corriente la concentraciéon de Ca®" alcanza valores cercanos a
los 30 uM a una distancia de 30 nm del canal, como se puede observar en la figura 1A-ii.
Habiendo fijado la corriente, se simuld la exocitosis generada por pulsos cuadrados de
distintas duraciones entre 5 mseg y 150 mseg. En la figura 5.2A de la seccién 5.1.2 se
muestran las resultados para duraciones entre 5 y 50 ms, mientras que en la figura 1B se

muestran los resultados para todos las duraciones.
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ICa* 1, [pA] | Exo a 30nm | Exo a 300nm Suma N de Canales
0,2 29.7 0,5 30,2 4
0,25 31,7 1,3 33,0 5
0,3 33,0 2,3 35,3 6
0,35 33,0 4,2 37,2 7
0,4 33,0 6,1 39,1 8
0,5 33,0 8,2 41,2 10

Tabla A.2-En esta tabla se muestran los diferentes valoradiente de C& que se testearon para
encontrar un valor de exocitosis total (suma) geeaguste a la liberacion del IRP. Para cada
corriente se muestra en las distintas columnasxtzcikosis simulada a 30 y a 300 nm, y la suma de
ambas. En la dltima columna se estimd el nUmercatales que corresponderia a las corrientes

asumidas en la primera columna, suponiendo una@ate de canal Gnico de 50 fA.

La exocitosis simulada para los pulsos menores a 50 mseg reproducen satisfactoriamente
los valores experimentales (Figura 1B). Por otro lado, la exocitosis simulada por nuestro
modelo para pulsos de duraciones mayores a 50 mseg si bien reproducen la forma de la
curva experimental, los valores simulados estan por debajo de los experimentales. Este
resultado podria estar relacionado con que las vesiculas ubicadas a 300 nm no estan
expuestas sélo a la entrada de Ca** por un solo canal o cluster de canales, como se supone
en el modelo, sino que su liberacion puede ser resultado de la suma de las sefiales de calcio

en la que contribuirian también otros canales localizados fuera del cluster (Figura 1B).
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Figura A.1- Simulaciones de la amplitud de 1£4*] a distintas distancias del canal y de la
exocitosis generada por pulsos despolarizanteseestt50 msedA) (i) En el grafico se observa la
[Ca®"] en funcién del tiempo en respuesta a un pulsb@mseg a distintas distancias, entre 30 y 300
nm del canal(ii) Las valores méaximos d€§*] alcanzados para las distintas distancias se g

en funcién de dichas distanciad) En esta figura se comparan los resultados de lacigosis
simulada para pulsos de distinta duracion (5-150eg)scon los valores experimentales. En estas
simulaciones se consideré que las vesiculas deld®Rncuentran a una distancia de 30 nm del
cluster de canales y las demas vesiculas compmdeteRRP a 300 nm se realizaron simulaciones
considerando solamente a las vesiculas del IRRnsate a las del RRP y también se muestra la
suma de ambas. En ambos casos se utilizé un HijffgiCalbindina) y uno exdgeno (EGTA). La

corriente utilizada para la simulacion fue 0,3 pA.
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A.2.2 Efecto del synprint sobre la exocitosis deR

Los resultados experimentales obtenidos del agregado del péptido synprint exdgeno
indican que la interaccion canal-vesicula es desacoplada bajo esas condiciones, lo que
produce una inhibicién de la exocitosis de IRP. Para estimar la distancia promedio efectiva a
la cual se ubicarian las vesiculas respecto del canal de Ca®* en presencia de synprint
exdgeno, se simuld la exocitosis en respuesta a despolarizaciones entre 5 y 50 ms, pero
ubicando a las vesiculas del IRP a distintas distancias del canal. Estas simulaciones se
hicieron tomando el mismo numero de vesiculas y la misma corriente que en la seccion
anterior (ver seccion A.2.1) pero se vario la distancia de las vesiculas del IRP. Partiendo de
la condicion control en la cual el IRP estd a una distancia de 30 nm, se consideraron
distancias (d) de 40, 60, 80 y 100 nm (Figura 2-lineas punteadas). Ademas de estas
distancias, también se simulé un caso en el que el 40% de las vesiculas del IRP se ubicaron
a 30 nmy el resto a 100 nm (Figura 2-linea soélida). En el grafico de la figura 2 se representa
la exocitosis de IRP en funcion de las integrales de corriente, tanto para los valores
experimentales (circulos llenos, Syn’, y circulos abiertos Syn®) como para las simulaciones.
Los valores experimentales de la integral de corriente se calcularon como el valor de la
corriente pico multiplicado por la duracién del pulso (un resumen de estos resultados

también fueron representados en la figura 5.7 de la seccion 5.3.1).

== d=30nm @ Valores experimentales de Syn’
~ . — d=40 nm O Valores experimentales de Syn’
- = d=60 nm
— = d=80 nm

= d=100 nm

— (= 40% a 30 nmy 60%a 1

30

Exocitosis [fF]
S

=
(=]
i

QCa™ [pC]

Figura A.2 - En esta figura se muestran los resultados de Iasilsiciones que intentan reproducir el

efecto observado experimentalmente del agregadosgeprint exdégeno. Las lineas punteadas
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Anexo Simulaciones

representan las simulaciones considerando a lagcukes del IRP a distintas distancias del canal.
Las simulaciones se realizaron para distancias er@0 nm y 100 nm. La linea sdlida violeta
representa una simulacion en la que se consided@# de las vesiculas a 30 nmy el resto a 100 nm.
Los valores experimentales se muestran en la figara comparar los resultados con la simulacion

(circulos llenos y vacios).
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