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RESUMEN

En esta tesis se estudiaron los mecanismos asociados con la exocitosis
vesicular altamente acoplada al estimulo, su recuperacién, y su mantenimiento
frente a la aplicacion de potenciales de accién a bajas frecuencias de
estimulacion, propias del estado basal de estas células. En primer lugar, se
evidenci6 que frente a la aplicacién de un estimulo que simula un potencial de
accién se libera un grupo de = 8 vesiculas, al que denominamos ETAP (por
exocytosis triggered by action potential). Este pool vesicular esta incluido en el
pool inmediatamente liberable (IRP, = 25 vesiculas), y su exocitosis depende en
un 50% de fuentes de Ca?' extracelulares y en un 50% de un mecanismo
independiente del influjo de Ca®*. Mientras que IRP recupera lentamente (t = 7 s)
luego de ser deprimido, ETAP presenta una rapida cinética de recuperacién (t =
0.7 s). Esta recuperacion depende de dos procesos: (i) transferencia de
vesiculas desde pooles vesiculares rio arriba, y (ii) una endocitosis rapida
dependiente de dinamina y altamente acoplada a la exocitosis precedente. En la
segunda parte de esta tesis se investigd el mecanismo de exocitosis
independiente del influjp Ca?* mencionado previamente. Utilizando
despolarizaciones cuadradas de 100 ms (maxima respuesta), se determinaron la
siguientes caracteristicas para dicho fenémeno: (i) independencia de fuentes
extracelulares e intracelulares de Ca*; (ii) dependencia de la proteina SNARE
sinaptobrevina; (iii) dependencia sigmoidea con el voltaje aplicado; (iv) los
resultados sugieren que el sensor de voltaje seria el canal de Ca?* tipo P/Q, y
que interaccionaria con la maquinaria exocitética a través de la secuencia
synprint. En resumen, los resultados muestran que un potencial de accién induce
una exocitosis altamente acoplada y sincrénica al estimulo que es dependiente
en parte de un mecanismo activado por Ca®" y en parte de otro activado
directamente por voltaje. Finalmente, demostramos que esta exocitosis, gracias
a su rapida velocidad de recuperacion vesicular, es capaz de mantener la

secrecion de manera continua a frecuencias basales fisiologicas.

Palabras claves: Exocitosis, Endocitosis, Potencial de Accién, Calcio,

Potencial de Membrana, Canales de Calcio.



Mechanisms involved in the development and the maintenance of

the exocytosis highly coupled in chromaffin cells
Abstract

In resting conditions, chromaffin cells fire action potentials at frequencies
of 0.2-0.5 Hz, while under stress the frequency increases to 10-15 Hz. In this
thesis we studied the mechanisms involved in the development and maintenance
of exocytosis in response to the application of action potentials, individually and
at low frequencies. In first place, we showed that the application of a stimulus that
resembles a single action potential induced the release of a group of =8 vesicles
that we defined as “exocytosis triggered by action potential” (ETAP). Our results
show that this pool is part of the immediately releasable pool (IRP =25 vesicles),
and its exocytosis depends 50% on extracellular Ca®* sources and 50% on a
mechanism that is independent of Ca?* influx. While IRP refilling is slow (7= 7 s)
after depletion, ETAP showed a fast kinetic of recovery (= 0.7 s). This recovery
depends on two processes: (i) vesicular transference from upstream pools, and
(ii) a fast dynamin-dependent endocytotic process, which is tightly coupled to the
precedent exocytosis. In the second part of this thesis we investigated the Ca®'-
independent exocytotic mechanism previously mentioned. Using square
depolarizations pulses of 100 ms (maximal response), the following
characteristics were determined for this phenomenon: (i) independence on
external and internal Ca?* sources; (i) dependence on the SNARE protein
synaptobrevin; (iii) sigmoidal dependence with the voltage applied; (iv) the results
suggest that the voltage sensor could be the P/Q type Ca®* channel, which can
interact with the exocytotic machinery through its synprint sequence. In summary,
our results show that an action potential induces an exocytotic response highly
coupled, and synchronous with the stimuli, which depends in part on a
mechanism activated by Ca®" and in part on other mechanism activated directly
by voltage. Finally, we demonstrated that this exocytosis, due to its fast vesicular
recovery, is able to maintain the secretion under the application of action

potentials at basal physiological frequencies.

Key words: Exocytosis, Endocytosis, Action Potential, Calcium,

Membrane Potential, Calcium Channels.
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EGTA: Ethylene Glycol Tetraacetic Acid.

ETAP: Exocytosis triggered by an action potential.

GST-Dyn: Proteina de fusion acoplada a los aminoacidos 829-842 de la
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HVA: High voltage activated.

lcaz+ : Corriente de Ca*".
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1. INTRODUCCION

1.1 MEDULA ADRENAL Y CELULAS CROMAFINES

1.1.1 GENERALIDADES

La glandula suprarrenal se ubica anatomicamente en el extremo superior
de los rifones y esta constituida por dos 6rganos que coexisten espacialmente,
pero con marcadas diferencias funcionales y embrioldgicas: la médula y la
corteza suprarrenal (Figura 1.1). En la médula suprarrenal se encuentran las
células cromafines que producen y secretan fundamentalmente catecolaminas,
en mayor medida adrenalina y, en menor medida, su precursor noradrenalina.
Ademas, estas células secretan varios péptidos activos como el neuropéptido
Y, el activador de plasminégeno, cromograninas, secretograninas vy
encefalinas. Por otro lado, la corteza de la glandula suprarrenal esta compuesta
por células fasciculadas, glomerulares y reticuladas que secretan
glucocorticoides, mineralocorticoides y una pequefa fraccion de hormonas
sexuales. Ademas de los efectos sobre 6rganos a distancia, estos esteroides
también cumplen una funcién paracrina sobre la médula adrenal (Bornstein et
al., 1997). Su accion esta involucrada en la funcién y en la estructura de las
células cromafines, ya que favorece la produccién de adrenalina a partir de
noradrenalina y evita la formacién de prolongaciones en estas células. Es
sabido que las células cromafines en cultivo, eventualmente generan procesos
de caracteristicas similares a las neuritas (Trifaro et al., 1980; Unsicker et al.,
1978), y que el agregado de esteroides al medio de cultivo inhibe este

crecimiento (Anderson et al., 1986).

La médula adrenal comparte un origen embriolégico con el sistema
simpatico, ya que ambos provienen del neuroectodermo (Aloe et al., 1979;
Tischler, 2002; Weston, 1970). Algunos de los progenitores neuronales

provenientes de la cresta neural originan el sistema simpatico, mientras que
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otros migran e invaden la corteza suprarrenal, dando lugar a la médula de
dicha glandula. Mas tarde, como consecuencia de la actividad de diversos
factores de crecimiento (Dutt et al., 2006) que estimulan la via del AMP ciclico,
las células se diferencian y se induce la sintesis de catecolaminas (Bilodeau et
al.,, 2000; Bilodeau et al., 2005). Por su origen, ubicacién y propiedades
bioquimicas y fisiolégicas, la médula suprarrenal se puede considerar un
ganglio simpatico modificado (Diaz-Flores et al., 2008), y las células cromafines
que la componen son neuronas modificadas que liberan sus productos de
secrecion directamente al torrente sanguineo (Figura 1.1 C) (Rattenbury et al.,
1980). Al igual que las células cromafines, las neuronas postganglionares del
sistema simpatico también producen y secretan catecolaminas (noradrenalina).
Por otro lado, al igual que en un ganglio simpatico, las células cromafines son
estimuladas por la acetilcolina liberada desde terminales colinérgicas
preganglionares del sistema simpatico. Estas terminales se ubican al final de

axones que se proyectan a través del nervio esplacnico (Hirano, 1982).

Figura 1.1- (A) La representacién muestra la localizacion de la glandula suprarrenal y sus relaciones

anatémicas con el rifién. (B) En un corte de la glandula se pueden diferenciar la médula y la corteza. (C)
Se representa la ultraestructura de una célula cromafin. Noétese el contacto directo de la misma con un
terminal nervioso responsable de su estimulacion, y con un capilar sanguineo hacia donde se secretan

las catecolaminas mediante exocitosis.

Las células cromafines se encuentran dispuestas en cordones (Diaz-
Flores et al., 2008), lo cual favorece la relacién con los capilares, a los que
liberan sus productos de secrecion (Figura 1.1 C). Por otro lado, en aposicion a

las terminales colinérgicas que las estimulan, las células cromafines poseen
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receptores colinérgicos de membrana que se unen con alta afinidad a la
acetilcolina. 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 ionotropicos. Sin embargo en estas células también hay
receptores muscarinicos, metabotrépicos acoplados a proteina G, que pueden
contribuir a la regulacion de la secrecion de catecolaminas (Aguilar et al.,
1992). Dentro de los receptores muscarinicos hay cinco subtipos (M{-Ms). En
células cromafines vacunas se observé mayor proporcion del subtipo Mz, y en
menor proporcion los subtipos M4, M3y My (Aguilar et al., 1992; Fernando et al.,
1991). En cuanto a los receptores nicotinicos, el subtipo mas importante en las
células cromafines es el complejo pentamérico formado por las subunidades a3
y B4 que forman el canal que atraviesa la membrana (Sala et al., 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 (PAs). A consecuencia de esto
se activan canales de Ca*' voltaje dependientes (CCDV) en la membrana
plasmatica, y se produce la entrada de Ca** que dispara la exocitosis de las
vesiculas secretorios que contienen las catecolaminas y otras sustancias

activas.

1.1.2 POTENCIAL DE ACCION

En todas las células existe una diferencia de potencial entre el interior y
el exterior celular, denominado potencial de membrana (V) (por convencion,
Vintra-Vextra). 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
cuando estan en reposo se ubica en valores entre -50 y -90 mV. En estudios
realizados en los afios 60 se estimd un valor para el potencial de reposo en

células cromafines de alrededor de -30 mV (Douglas et al., 1967; Matthews,
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1967). Las mejoras en las técnicas experimentales introducidas por la técnica
de patch clamp permitieron estimar este valor entre -50 y -80 mV (Fenwick et
al.,, 1982). En estudios mas recientes por registros de patch perforado en
células cromafines bovinas se midioé un valor entre -50 a -60 mV (Orozco et al.,
2006; Wallace et al., 2002).

Cuando las células cromafines son excitadas, tanto fisiolégicamente por
la acetilcolina liberada o por otros métodos, se disparan PAs en la membrana
plasmatica. La fase de subida del potencial de accién (PA) en algunos casos es
dominada sélo por la entrada de iones de Na® (Figura 1.2 B) (Biales et al.,
1977), mientras que en otros casos se observé que depende tanto de los
canales de Na* como de Ca** (Brandt et al., 1976; Kidokoro et al., 1980). La
repolarizacién del PA en las células cromafines depende principalmente de la
inactivacion de los canales de Na* (Solaro et al., 1995). Ademas de los canales
de Na®, también se observd que la presencia de canales de K* dependientes
de voltaje (Inoue et al., 1993), y dos variantes de los canales de K activados
por Ca* tipo BK (Neely et al., 1992), contribuyen a la repolarizacién del PA,
regulando el patron de disparo de estas células (Gonzalez-Garcia et al., 1993;
Lara et al., 1995). La frecuencia de disparo de PAs en las células cromafines in
situ es controlada por el grado de activaciéon de los receptores nicotinicos. El
disparo de PAs espontaneos fue estudiado en cultivos de células cromafines de
gerbos, humanos, ratas y vacas (Biales et al., 1976; Kidokoro et al., 1980;
Micheletti et al., 2005; Wallace et al., 2002; Zhang et al., 1997). La frecuencia
de aparicion de PAs espontaneos se estimo en alrededor de 0.2 Hz. Estos PAs
tienen amplitud muy variable, con valores entre 52 mV y 78 mV (de Diego et al.,
2008). Por otro lado, frente a una activacion maxima, tipica del estrés, las
células cromafines disparan PAs a frecuencias mayores a 10 Hz (Chan et al.,
2001; Kidokoro et al., 1980)

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. La eficiencia de esta corriente de Ca** para
inducir exocitosis varia segun el tipo de preparacion. Se estimé que la

exocitosis generada por un PA individual en rebanadas de la médula adrenal
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de ratdn es de ~7 vesiculas, mientras que en células aisladas en cultivo de
ratdbn se midieron valores inferiores (~2 vesiculas) (Moser et al., 1997; Zhou et
al., 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

discutird mas adelante en esta tesis).

A

B -—"\\I I(_.__.... Figura 1.2 - Potencial de acciéon en

\ [ células cromafines. (A) Ejemplo de
| ]I un PA generado por un “puff’ de 25 ms
| f de acetilcolina en una célula cromafin

Fl.l bovina. (B) Las corrientes que

\/ 3 ¥ +
r ¥ lca subyacen al PA son de Na* y de Ca™,

: il por la rapida inactivacion de las
= l /\ l corrientes de Na® las dos corrientes
10 ms g estdn  separadas  temporalmente

| (Modificados de de Diego, 2009 y de
Diego, 2008).
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1.1.3 LAS CATECOLAMINAS ESTAN EMPAQUETADAS EN VESICULAS

El producto de secrecion 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 aminoacido 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
ultimo paso, la transformacion de noradrenalina en adrenalina es llevada a
cabo por la enzima feniletanolamina N-metiltransferasa (Nagatsu et al., 1964).
Toda la adrenalina circulante procede de la secrecién de la médula suprarrenal,
la cual genera una concentracién en sangre basal de 250 pg/ml (de Diego et
al., 2008). En cambio, la noradrenalina es también producida y secretada por
neuronas del sistema nervioso autbnomo, donde funciona como

neurotransmisor. Practicamente toda la noradrenalina circulante deriva de las
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terminaciones nerviosas simpaticas y del encéfalo, debido a la fuga que se
produce de las brechas sinapticas. La poca noradrenalina producida por la
médula suprarrenal y liberada a la sangre tiene una vida media muy breve, ya
que se metaboliza en el higado poco después de su descarga (Donald et al.,
1980).

Las catecolaminas producidas en las células cromafines son
acumuladas dentro de vesiculas por un mecanismo dependiente de
transportadores de monoaminas, que utilizan el gradiente de H* generado por
una bomba H*-ATPasa (Dean et al., 1986). Por esta razén el pH de las
vesiculas es acido, con un valor aproximado de 5.5. Existen dos tipos de
transportadores, llamados VMAT1 y VMAT2 (del inglés vesicular monoamine

transporter), y las células cromafines expresan ambos (Erickson et al., 1996).

Existen diferentes tipos de vesiculas en las células cromafines. Por una
parte se encuentran las vesiculas secretorias, que son granulos de ~200 nm de
diametro, electrodensos, que contienen las catecolaminas y otros
componentes. Por otro lado, se encuentran las vesiculas pequefias, de baja
densidad 6ptica y de un tamafo promedio de 40 nm, que son similares a las
vesiculas sinapticas (Annaert et al., 1993; Koval et al., 2001; Tanner et al.,
1996). Por medio de microscopia electréonica se estimé que en una célula
cromafin el numero de vesiculas secretorias que contienen adrenalina es
~17000, lo que corresponde al 71% de vesiculas secretorias, mientras que las

que contienen noradrenalina son ~7000 (Vitale et al., 1995).

Ademas de las catecolaminas, las vesiculas secretorias contienen ATP,
neuropéptido Y, encefalinas (Lewis et al., 1979; Viveros et al., 1979),
cromograninas y otros péptidos activos (Banks et al., 1965). Las cromograninas
son necesarias para la formacién de las vesiculas secretorias, confiriéndoles
sus caracteristicas electrodensas por el empaquetamiento de estas proteinas

con cationes que neutralizan sus cargas negativas (Stettler ef al., 2009).
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Figura 1.3-Microscopia electrénica de la zona cortical de una célula cromafin bovina. (A) En esta
imagen se observa la ubicacion de las vesiculas secretorias con respecto a la membrana plasmatica
(imagen extraida de Vitale y col., 2005). (B) Se observan las diferencias entre las vesiculas cargadas con
adrenalina de las cargadas con noradrenalina. (i) Las vesiculas que contienen adrenalina muestran un
halo en su periferia mientras que las que contienen noradrenalina son sélidas (ii) (imagenes modificadas
de Crivellato et al ., 2008).

La cantidad total de vesiculas secretorias liberables estimada por medio
de técnicas fisioldgicas, no coincide con el numero total de vesiculas reportado
por estudios morfologicos (Vitale et al., 1995). Se calculé que las vesiculas
secretorias liberables oscilarian entre 2000 a 6000 (Phillips et al., 1983).
Considerando que el aumento de superficie generado en la membrana
plasmatica por la fusiébn de una vesicula secretoria individual en células
cromafines de raton fue estimada en 1.3 fF (Moser et al., 1997), y tomando un
valor promedio de capacitancia de membrana de 6 pF, esto representaria entre

el 40% y el 30% de la membrana celular.

1.1.4 LA MEDULA ADRENAL Y LA RESPUESTA AL ESTRES

El sistema nervioso autébnomo es un sistema eferente e involuntario, que
transmite impulsos desde el sistema nervioso central (desde centros nerviosos
situados en la médula espinal, tallo cerebral e hipotalamo) hasta la periferia,
estimulando organos particulares. Estas acciones incluyen el control de la

frecuencia y la fuerza de contraccion cardiaca, la contraccion y dilatacion de
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vasos sanguineos, la contraccion y relajacion del muasculo liso en varios
organos, acomodacion visual, tamano pupilar y secrecion de glandulas
exocrinas y endocrinas, regulando funciones tan importantes como la digestion,

circulacion sanguinea, respiracion y metabolismo (Purves, 2004).

El sistema nervioso autonomo 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, manteniendo la homeostasis del sistema.
Por el contrario, la accion del sistema parasimpatico es opuesta a la del
sistema simpatico, y su funcion esta generalmente orientada a la conservacion

de la energia del organismo (Purves, 2004).

En el sistema nervioso simpatico, las fibras preganglionares emergen
desde la médula espinal y se conectan con una serie ganglios intermedios.
Desde aqui las fibras postganglionares se dirigen al 6rgano efector. La
inervacion de la glandula adrenal es una excepcion, ya que las fibras
preganglionares inervan directamente a la glandula. El neurotransmisor
liberado por las presinapsis ganglionares es la acetilcolina. A su vez, el
neurotransmisor liberado por las terminales de las fibras postganglionares

hacia el érgano efector es la noradrenalina (Purves, 2004).

En condiciones normales, en las cuales el organismo no esta sometido a
estrés, las neuronas preganglionares simpaticas del nervio esplacnico disparan
PAs a frecuencias bajas, manteniendo la frecuencia de PAs en las células
cromafines en el orden de aproximadamente 0.2-0.5 Hz. Este estado se conoce
como breed and feed (Brandt et al., 1976). En estas condiciones las células
cromafines liberan pequehas cantidades de catecolaminas al sistema
circulatorio, permitiendo que ciertos parametros fisiolégicos (como por ejemplo
el tono vascular y la frecuencia cardiaca) se mantengan en sus niveles de
reposo. En condiciones de estrés agudo, el sistema nervioso simpatico inicia
una respuesta llamada fight or flight, en la cual la médula suprarrenal es

activada simultaneamente con la rama simpatica del sistema nervioso
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autéonomo. La activaciéon de la médula adrenal produce un aumento en la
frecuencia de disparo de PA de las células cromafines hasta un valor 30 veces
mayor al de reposo (~15 Hz) (lijima et al., 1992), lo cual genera una liberacion

masiva de adrenalina a la circulacién general.

La dependencia de los mecanismos de neurosecrecion operantes con la
frecuencia de estimulacion, ha sido parcialmente indagada en células
cromafines. Los trabajos mas representativos que abordaron esta tematica se
desarrollaron en el laboratorio de Corey Smith y colaboradores. Por ejemplo,
uno de estos trabajos demostré que la liberacion del contenido vesicular
dependia cuantitativamente y cualitativamente de la frecuencia de estimulacion
aplicada. Mediante el uso de técnicas electrofisiolégicas, imagenes de
fluorescencia, inmunocitoquimica y amperometria, observaron que la
estimulacién con PAs a altas frecuencias promovia la liberacion del contenido
total de catecolaminas y neuropéptidos de cada vesicula fusionada, sugiriendo
que bajo condiciones de estrés predominaban fusiones vesiculares completas.
Esto significa que cada vesicula sufre un colapso completo con la membrana
plasmatica, liberando todos sus contenidos al espacio extracelular. Por el
contrario, bajas frecuencias de estimulacién generaban la liberacion de
solamente una fraccion de las catecolaminas contenidas en la vesicula, y no se
liberaban péptidos (Fulop et al., 2005). Dado que esto coincidia con una
selectividad diferencial para distintos tamafios de dextraxos fluorecentes, los
autores propusieron que bajo un régimen de frecuencias de PAs basal se
producian fusiones vesiculares de tipo kiss and run, donde solo se abre
transitoriamente un poro de fusion de baja conductividad que no deja pasar
moléculas grandes. Un afio mas tarde, este mismo grupo de investigadores
demostrd que la activacion de la via de la proteina kinasa C (PKC) modulaba la
transicion desde fusiones transitorias (PKC inactiva) a fusiones completas
(PKC activa) (Fulop et al., 2006).

Por otro lado, también se ha demostrado que el modo de fusidn vesicular
depende de un reordenamiento en las proteinas del citoesqueleto. Por ejemplo,
se ha reportado que la aplicacion de PAs a bajas frecuencias mantiene a los

filamentos de actina cortical en configuracién F-actina (filamentosa), lo cual
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favorece a las fusiones transitorias de tipo kiss and run. Por el contrario, altas
frecuencias de estimulacion desestabilizan estas redes y favorecen la
despolimerizacion de la F-actina, promoviendo fusiones de tipo completas
(Doreian et al., 2008). Otros trabajos sostienen que la miosina Il actuaria en
conjunto con la actina, y que esta interaccion facilitaria la liberacion de
catecolaminas desde granulos individuales a través de un mecanismo

dependiente de generacion de fuerzas mecanicas (Berberian et al., 2009).

1.1.5 VENTAJAS COMO MODELO NEUROBIOLOGICO

Acordes con su origen embrioldgico, los mecanismos secretorios de las
células cromafines poseen muchas similitudes con los de las neuronas, tanto
en aspectos moleculares como biofisicos. Ambos tipos celulares son
excitables, y la liberacidn de neurotransmisores o adrenalina se produce a
través del disparo de PAs que activan CCDV ubicados en la membrana,
generando un aumento en el Ca®" citosdlico y la posterior liberacion del
contenido vesicular (Neher et al., 1992). Otras caracteristicas compartidas son
la relacidon entre el Ca®" y la exocitosis, la cual no es lineal sino sigmoidea,
ambos modelos presentan el sensor de Ca?* sinaptotagmina, comparten
basicamente la misma maquinaria de fusion, incluyendo proteinas SNARE, a-
SNAP, NSF, etc (Borisovska et al., 2005; Heinemann et al., 1993; Koo et al.,
2011).

Respecto a las diferencias entre las neuronas y las células cromafines,
una muy importante es el grado de acople entre estimulo y secrecion. 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, en las células cromafines no existen zonas activas
morfoloégicamente establecidas. Es importante mencionar que la secrecidén de
hormonas desde las células cromafines se vierte directamente al torrente
sanguineo, lo cual actua como paso limitante en el proceso de senalizacion, y
por lo tanto un alto grado de acople no implicaria desde este punto de vista

ninguna ventaja fisiolégica. De hecho, mayoritariamente, la secrecion desde
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células cromafines ocurre mucho mas lentamente que en las terminales
nerviosas (Chow et al., 1992; Heinemann et al., 1994). De cualquier modo,
estas células poseen varios pools vesiculares con diferente grado de
maduracién (ver mas adelante), y consecuentemente distintas cinéticas de
liberacion, que liberan las catecolaminas en periodos que van desde fracciones
de segundos a segundos, por lo que el acople estimulo-secrecion en estas
células puede considerarse una situacion intermedia entre neuronas y otras
células endocrinas (Garcia et al., 2006). Incluso, si bien no existen zonas
activas morfolégicamente organizadas como en neuronas, existe en las células
cromafines un limitado niumero de vesiculas altamente acopladas a canales de
Ca?*, que se liberan velozmente frente al estimulo. Eso ultimo se tratara mas

adelante en esta introduccion.

Considerando la similitud entre ambos sistemas, las células cromafines
poseen caracteristicas que las hacen muy ventajosas como modelo
experimental para el estudio de procesos biolégicos tales como la exocitosis,
endocitosis, reciclado vesicular, acople estimulo-secrecién, formacién del poro
de fusién vesicular, entre otras. Las células cromafines son facilmente
cultivables, y es posible obtener altas cantidades de células por cultivo (Livett,
1984). Ademas, el tamano de estas células es mucho 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
configuracion de célula entera o whole cell. Esta técnica, si se utiliza en modo
voltage clamp permite fijar el potencial de membrana y registrar las corrientes
generadas por el flujo de iones a través de los canales. Dado que estas células
se comportan eléctricamente como un compartimiento uUnico (debido a su
morfologia esférica), esto 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 la aplicacion de la
técnica de medicion de capacitancia, que es un método altamente sensible
para evaluar la exocitosis y la endocitosis con una resolucion temporal de
milisegundos (Neher et al., 1982). Los fundamentos de esta técnica se basan
en que las membranas biolégicas se comportan eléctricamente como

capacitores, y por lo tanto la capacitancia de la membrana celular es
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directamente proporcional al area superficial de la célula (Neher, 1995). Por
esta razoén, la fusion de la membrana vesicular con la membrana plasmatica,
producto de la exocitosis, se traduce en un aumento de la capacitancia, y la
subsecuente recuperacion de la membrana producto de la endocitosis posterior
se registra como una disminucion de capacitancia. Esta técnica sera explicada
con mas detalle luego, ya que se utilizé a lo largo de esta tesis. La técnica de
whole cell también permite controlar la composicion del citoplasma, y la adicion
al mismo, via dialisis por la pipeta de registro, de proteinas, buffers de Ca? y
sondas fluorescentes. Justamente utilizando indicadores fluorecentes de Ca?",
las células cromafines han sido muy utiles para estudiar la distribucion espacial
de las sefales de Ca®" luego de la activacién de los CCDV (Marengo et al.,
2000, 2003; Monck et al., 1994; Neher et al., 1992).

Otra técnica de alta resolucién que puede ser utilizada para estudiar la
secrecion en células cromafines, y que también representa una ventaja
metodologica respecto a muchas terminales nerviosas, es la amperometria
(Bruns, 2004). Mediante esta técnica, se mide la corriente eléctrica generada
por la oxidacién de las catecolaminas liberadas sobre la superficie de un
microelectrodo de fibra de carbono, el cual se coloca en contacto con la
superficie celular. Esta técnica permite detectar las catecolaminas liberadas al
medio extracelular por vesiculas secretorias individuales (Chow et al., 1992;
Wightman et al., 1991), y puede ser aplicada conjuntamente con mediciones
electrofisioldgicas de corrientes y capacitancia celular (Albillos et al., 1997; Ales
et al., 1999; Chan et al., 2001), y/o de sefiales de Ca® (Monck et al., 1994).
Esta técnica también fue utilizada en el transcurso de esta tesis, por lo que en

la seccion materiales y métodos profundizaremos sus fundamentos.

Otra técnica aplicada para estudiar exocitosis y endocitosis en células
cromafines se basa en la obtencion de imagenes de fluorescencia a partir de
indicadores de tipo FM (Perez Bay et al., 2007). Es importante mencionar
también, que se han logrado significativos avances en el entendimiento de los
estados inmediatamente previos a la fusidén de las vesiculas secretorias gracias
a la aplicacion de la técnica de microscopia de reflexion total (TIRFM). Por

medio de TIRFM, es posible visualizar y seguir la evolucion de las vesiculas a
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~100 nm de la membrana plasmatica (Becherer et al., 2007; Steyer et al.,
2001), pudiendo identificar y cuantificar temporalmente procesos como la

migracion de las vesiculas, el docking y la fusion.

Existen numerosos ejemplos de cdmo las células cromafines han servido
como modelo neurobiolégico. En estas células se logré por primera vez aislar
una organela secretoria mediante ultracentrifugacion (Blaschko et al., 1953).
También se logro establecer 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 et al., 1978). Ademas,
las células cromafines han sido el modelo fundamental para definir la presencia
y la dinamica de los pools vesiculares (Neher et al., 1993; Rettig et al., 2002;
Sorensen, 2004). Por medio de la aplicacion de amperometria, amperometria
en patch y capacitancia en patch, estas células también han servido para poder
demostrar de manera directa los distintos tipos de fusién de las vesiculas
(fusidn transitoria o colapso completo). Si bien el kiss and run fue propuesto por
primera vez por Bruno Ceccarelli (1973), a partir de experimentos de
microscopia electronica en placa neuromuscular, los primeros registros directos
y en tiempo real de la existencia de este fenobmeno fueron obtenidos por
mediciones de capacitancia y amperometria en células cromafines (Zhou et al.,
1996). De cualquier manera, la confirmacion mas rotunda de este proceso se
realizdé también en células cromafines por medio de la técnica de amperometria
y capacitancia en patch combinadas, donde se demostré que la espiga de
liberacion de adrenalina coincidia temporalmente con el aumento en
capacitancia transitorio, y con el aumento de conductancia del poro de fusion
(Albillos et al., 1997; Ales et al., 1999). En cuanto a la maquinaria exocitotica,
en las células cromafines se han podido establecer claras correlaciones entre
mutaciones en las proteinas que conforman el complejo SNARE y en proteinas
accesorias al proceso de secrecion (entre ellas munc-18 y a-SNAP), y las
distintas etapas de la exocitosis, como el docking, diferentes pasos del priming,
formacion del complejo SNARE vy la fusién (Sorensen, 2004; Sorensen et al.,
2006).

Por los motivos citados arriba, entre otros, las células cromafines han
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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.

1.2 SENALES DE CALCIO EN CELULAS CROMAFINES

La secrecion en células neuroendodcrinas estd mediada, al igual que la
transmisién sinaptica, por la entrada localizada de Ca** desde el medio
extracelular a través de los CCDV localizados en la membrana plasmatica
(Neher et al., 1992). Ademas de esta via, las células cromafines poseen otros
mecanismos capaces de aumentar los niveles de Ca®* citosélico, tales como la
liberacion de Ca?* desde el reticulo endoplasmatico (RE) a través de receptores
de rianodina y/o de IP3 y la reversién del intercambiador Na*/Ca®* de la
membrana plasmatica. Por otro lado, también tenemos mecanismos de
recaptacion de Ca** que permiten restablecer y/o mantener los niveles basales
de este catién, como la Ca?* ATPasa de la membrana plasmatica, el
intercambiador Na*/Ca?* actuando en modo directo, la Ca®* ATPasa del reticulo
endoplasmico y el uniporter mitocondrial (Herrington et al., 1996; Pan et al.,
1997; Villalobos et al., 2002). Todos estos sistemas pueden potencialmente
influir en la distribucion espacio-temporal de la sefial de Ca®* de estas células
(Marengo et al., 2003).

1.2.1 FUENTES DE CALCIO

1.2.1.1 CANALES DE CALCIO

Los CCDV son proteinas oligoméricas, constituidas por cinco
subunidades: a4, az, 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 que las otras subunidades cumplen un papel regulatorio. La
subunidad a; tiene un tamafo aproximado de 2000 aminoacidos, y posee una
estructura terciaria similar a la de los canales de Na* dependientes de voltaje.

Es decir, esta constituida por 4 dominios, que combinados forman el poro del
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canal. Cada uno de estos dominios, a su vez esta formado por 6 segmentos
transmembrana en alfa hélice, y posee funciones particulares (Tsien et al.,
1991). El cuarto de estos segmentos, denominado S4, esta altamente cargado
y actua como sensor del voltaje, mientras que los segmentos Ss y Sg, incluido
el loop entre ellos, contribuyen a la formacién del poro del canal (Hille, 2001).
La estructura general descripta de este tipo de canales se esquematiza en la

figura 1.4.

Los CCDV, al igual que los canales dependientes de voltaje de Na® y K,
son altamente selectivos. Cuando esta abierto, el canal forma un poro que se
extiende a través de toda la membrana. Este poro es, en casi toda su longitud,
mucho mas ancho que el ion, salvo en un pequefio tramo donde se encuentra
el filtro que establece la selectividad idnica del canal. Este filtro restringe el
paso del ion de acuerdo con el tamafo, carga y energia libre de hidratacién del
ion (Hille, 2001). La apertura del canal requiere un cambio de conformacién de
la proteina, la cual se produce frente a un cambio de potencial de membrana
(Figura 1.4 C). El canal de Ca* ademas experimenta un proceso de
inactivacion, que es dependiente de voltaje y de Ca®* (Zhang et al., 1994). El
canal de Ca?* debe salir del estado de inactivacion para poder volver a

activarse ante un cambio de potencial.

Cuando un canal esta abierto, este contribuye con un valor pequeno (v )
a la conductancia total de la célula. La conductancia macroscoépica (g), debida

a N canales esta dada por la formula en la ecuacion 1.1.

gV)=y-N-p (V)

A nivel celular, la corriente de calcio (Ica2+), depende del tipo y 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
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dependencia de la probabilidad de apertura del canal con esta variable, y por el
otro debido a la fuerza impulsora que actua sobre estos cationes, la cual es
equivalente a la diferencia entre el potencial aplicado (Vm) y el potencial de

equilibrio del Ca®* calculado por la ecuacion de Nerst, Ec.?* (Ecuacion 1.2).

ICa2+ = O (Vm-— Ec:a2+) (1.2
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Figura 1.4 - (A) Diagrama de un canal de ca® voltaje dependiente. La estructura molecular del canal de
calcio consta de cinco subunidades: a1, az, 8, y y B. La subunidad a1 es la que distingue a los subtipos
de canales y la que contiene al poro. (B) Representacion de los segmentos transmembranales de la
subunidad a4 y las subunidades regulatorias. La subunidad a4 a su vez esta formada por cuatro
dominios. En cada uno de ellos hay un sensor de voltaje, S4. (C) En la figura se esquematiza el cambio
conformacional del canal de Ca®* representando los estados cerrado (i) y abierto (ii). (D) Estructura de
las subunidades de los CCVD. a4 es la subunidad formadora del poro que contiene la maquinaria
sensible a voltaje. La subunidad a4 contiene 4 dominios homdlogos (I-IV), y cada una de ellas contiene 6
hélices transmembranales (S1-S6). Las subunidades a2, 8 y B mejoran la expresion y modulan la

dependencia de voltaje y la cinética de gating de los CCDV.

Las células cromafines, sometidas a despolarizaciones sucesivas desde
el valor de reposo de la membrana hasta potenciales mas positivos en forma
creciente, muestran primero un aumento en las lca2+ @ partir del umbral de

activaciéon, que llega a un maximo aaproximadamente +10 mV, en donde la
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mayoria de los canales estan abiertos. A medida que V,, aumenta mas, las
corrientes disminuyen, debido a la reduccion de la fuerza impulsora de los
iones de Ca?* cuando nos acercamos al potencial de reversion para el calcio,
Eca® (Hille, 2001). Una curva que representa el pico de la corriente en funcién
del voltaje aplicado en la despolarizacion (curva 1/V), obtenida

experimentalmente en nuestro laboratorio, se muestra en la figura 1.5.

Figura 1.5 - Dependencia de la Ica2+ con el

Vm en células cromafines de raton. En esta

I~ [pA)

V[ ¥ figura se muestra una curva de la corriente de
Ca®" maxima en funcion del potencial aplicado
e durante la despolariza-cién. Esta curva se

obtuvo experimental-mente mediante la

® aplicacion de pulsos despolarizantes desde el

valor del potencial de mantenimiento de —-80

& mV hasta los valores de potencial deseados,
los cuales estan expresados en la abscisa del

grafico.

En base a sus propiedades biofisicas y farmacoldgicas, se han
identificado y clasificado distintos tipos de CCDV. En principio se distinguieron
dos grupos: los que necesitan de una despolarizacién 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 et al., 1984; Olivera et al., 1985). 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 et
al.,, 1992). El canal de tipo R es bloqueado especificamente por la toxina
peptidica SNX-482, aislada del veneno de la tarantula africana Hysterocrates
gigas (Bourinet et al., 2001; Newcomb et al., 1998). Finalmente, las corrientes
denominadas de tipo L son sensibles a las dihidropiridinas (ver Tabla 1.1)

(Davies et al., 2008). Por otro lado, los canales LVA son los llamados de tipo T.
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Los canales de tipo T no se expresan normalmente en células cromafines en
cultivo, pero se demostré que la subunidad a4y, que forma el poro de estos
canales, se expresa en respuesta a incubaciones prolongadas en AMP ciclico,
a una estimulacién 3 adrenérgica (Novara et al., 2004), o por exposicion a
hipoxia (Carbone et al., 2006). Farmacoldégicamente, los canales tipo T son

mas sensibles al bloqueante inorganico Ni** que a Cd** (Fox et al., 1987).

Tipo de
Corrbenta Subunidad  Activackon Distribucién Farmacologia
Ca, 1.1 Wy Misculo esquelético
Ca,12 Lye Cdidas cromalines, SMNC, mdsculo cardiaco, células endocnings
L Dihidropindinas
Ca,1.3 oy Ci#ulas cromafines, SMC, pdnomeas, ifdn, oiclaa, olido
Ca,1.4 s Hvia Retina
ﬁ Ca 2.1 Ky Céhglas cromafines, dendnilas, ierminaies nerviosas wr-agatoxina-iva
il
N Cay2d Moy Célislas cromafines, dendrilas, [Brminaies reniosas w-Conoboodna- G
R Ca23 Ty Células cromafines, dendritas, terminates nerviosas, cusrpos celulares SNX-482
Ca,31 g SMC
T: Caa2 Ty LA, Candas cromafines”, neuronas, migoulo cardiaco Mibafradd
Citn 3.3 ay ShG

Tabla 1.1 - Nomenclatura, distribucion y farmacologia de los canales de ca® dependientes del
voltaje. Los canales tipo T son activados por voltaje bajos (LVA), mientras que el resto son activados por
voltajes altos (HVA). Los subtipos de canales detectados en las células cromafines son los P/Q, L, Ny R.
(*) Los canales T no se expresan normalmente en células en cultivo, pero son reclutados en condiciones

especificas de estimulacién. Figura tomada y modificada de Davies y Zamponi, 2008; Garcia et al., 2006.

1.2.1.2 FUENTES INTRACELULARES DE CALCIO

Las células cromafines poseen varios compartimientos intracelulares
capaces de acumular Ca®" en su interior. Entre estos, se encuentran las
mitocondrias, el reticulo endoplasmico (RE) y las vesiculas secretorias. Si bien
en situaciones patoldgicas de sobrecarga de Ca®* citosélico las mitocondrias
pueden acumular grandes cantidades de Ca®*, en condiciones fisiologicas
estas organelas no acumulan Ca®* en forma significativa (Gunter et al., 1994).
Incluso, la concentracion de Ca?* libre intramitocondrial es sélo levemente mas
alta que la citosdlica, y la mitocondria no participaria activamente en procesos

de liberacion de Ca®* (Gunter et al., 1994). Por ello, en este capitulo nos
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centraremos en el rol del RE vy las vesiculas secretorias, tanto en lo que se

refiere a procesos de liberacion como de recaptacion del Ca®* citosdlico.

El RE posee una alta capacidad de acumular Ca* por la existencia de una
bomba, llamada Ca®'-ATPasa del reticulo sarco-endoplasmico o SERCA
(Mathiasen et al., 1993), la cual es sensible a la droga tapsigargina (Lytton et
al., 1991). Esta se localiza en la membrana de dicha organela, y transporta el
Ca** desde el citosol a 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?* libre basal en ambos
compartimentos es del orden de ~500 pM (Montero et al., 1995) y ~100 nM
(Meldolesi et al., 1998), respectivamente, lo que habilita a esta organela a ser
una potencial fuente de este catién. El RE participa de las sefiales de Ca®* en
innumerables tipos celulares, jugando un rol central en la homeostasis del Ca?*
citosdlico (Fabiato, 1983; Rigual et al., 2002). El RE posee canales activables
por ligando que son regulados por mensajeros intracelulares especificos, que
permiten la liberacién de Ca®" al citosol (Berridge, 1993; Inoue et al., 2003).
Existen dos tipos de canales activados por ligando. Por un lado, tenemos a los
canales activables por inositol 1,4,5-trifosfato, o receptores de IP; (IP3R), cuyo
principal activador es IP3, aunque también son regulables por Ca?*. Por otro
lado estan los receptores de rianoidina (RyR), los cuales son activados por
Ca?*, a concentraciones menores que las necesarias para activar al IP3R. En
consecuencia, un aumento del Ca?* citosolico provocado por la activacién de
CCDV puede activar por si solo a los RyR, conduciendo a la salida de dicho
cation desde el RE, y contribuyendo por lo tanto a un aumento aun mayor del
Ca?* citosdlico. Es decir, que este proceso actla como un mecanismo de
amplificacion de la senal de Ca®*. Este fendmeno, llamado liberacion de calcio
inducida por calcio, fue observado por primera vez en células musculares
esqueléticas, 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.
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Otra posible fuente de Ca®* son las vesiculas secretorias. La [Ca®*] total en
estos compartimentos se ha estimado en valores tan altos como ~40 mM
(Hutton, 1989; Winkler et al., 1980). La mayoria de este Ca?* esta asociado a la
matriz vesicular (cromograninas), y solo el 10% esta libre dentro de la vesicula.
La acumulacién del Ca** se produce a través de una ATPasa sensible a
tapsigargina (Santodomingo et al., 2008), y se reporté que es posible inducir la
liberacion de este cation desde las vesiculas tanto frente al agregado de IP;
como de cafeina (Huh et al., 2005). Respecto a este ultimo punto, es necesario
aclarar que la cafeina es un inductor farmacolégico de los RyR (Kong et al.,
2008). Incluso, algunos autores sostienen la posibilidad de que el Ca*
intravesicular pudiera contribuir a a la exocitosis de la mismas vesiculas
(Santodomingo et al., 2008). En este sentido, existen evidencias que sugieren
que el Ca®" liberado desde dichas vesiculas puede inducir la movilizacién

vesicular y su posterior exocitosis (Borges et al., 2012).

1.2.2 SISTEMAS DE REMOCION Y REGULACION DEL CALCIO CITOSOLICO

Como se menciond en la seccion anterior, en condiciones de reposo el
Ca®* celular se encuentra acumulado a altas concentraciones en el RE, y se
mantiene a baja concentracion en el citosol. Por otro lado, en ausencia de

. .y . . . 2+ P

estimulacién las mitocondrias alcanzan niveles de Ca“" un poco mas altos que
los citosdlicos (Gunter et al., 1990). Frente a un aumento del Ca®* citosélico por
la entrada de Ca®* desde las distintas fuentes, la célula debe volver luego a las
condiciones basales. Frente a este escenario, las células cromafines poseen

diversos mecanismos encargados de remover el Ca?* del citosol.

La remocién de Ca®* a través de la membrana plasmatica se debe a la
operacion conjunta de una Ca**-ATPasa (estequiometria 1 Ca®** / ATP) y del
intercambiador 3Na*/1Ca?" (Herrington et al., 1996; Pan et al., 1997). Estos dos
mecanismos funcionando simultaneamente son capaces de disminuir la [Ca®*]
citosélico a una velocidad maxima de ~0.2 yM/s en células cromafines de rata a

27°C (Park et al., 1996).

De la tres isoformas de la Ca®* ATPasa del RE que existen, en las
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células cromafines se detectaron dos isoformas de pesos moleculares 116 y
100 kDa que corresponden a los subtipos SERCA 2b y SERCA 3,
respectivamente (Poulsen et al., 1995). Estas ATPasas poseen una
estequiometria de 2 Ca?* removidos por ATP hidrolizado (Villalobos et al.,
2002), y presentan una velocidad maxima de remocion de Ca?* ubicada en el

rango de entre 1y 1.5 uM/s.

Finalmente, es importante destacar que las células cromafines poseen
buffers endégenos de Ca**, tanto fijos como méviles, 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®*(Marengo et al., 2000). Por ejemplo,
durante la activacion de los CCDV se genera un aumento en la concentraciéon
de Ca?" cercano a la membrana plasmatica, que puede alcanzar
concentraciones entre 10 uM y 100 uM (Neher, 1998; Neher et al., 1992,
Marengo, 2000 #107). La presencia de buffers citosélicos fijos enlentecen la
disipacién del gradiente de Ca**, restringiéndolo en tiempo y en espacio
(Marengo et al., 2000; Neher et al., 1992).

1.2.3 CARACTERISTICAS ESPACIALES Y TEMPORALES DE LAS SENALES
DE CALCIO

Todos los elementos descriptos (canales, compartimientos
intracelulares, buffers, sistemas de remocion), intervienen en la
generacion/modulacién de sefiales transitorias Ca* citosélico. Sin embargo,
como ya habiamos mencionado previamente, la sefial relevante de Ca* para la
exocitosis es la que ocurre préxima a la membrana plasmatica, que se produce
gracias a la activacion de los CCDV. Esta sefial depende fundamentalmente de
la cinética de activacién/inactivacion de dichos canales, de la difusién del Ca®*
en el citosol y de las propiedades de los buffers de Ca®* citosolicos (Marengo et
al., 2000). Usando sensores fluorescentes de Ca*" iluminados por un laser
pulsado en células cromafines bovinas, se reporté que luego de la activacion
de los CCDV por medio de una despolarizacion breve (50 ms), los gradientes

de Ca?* se manifiestan rapidamente (<5 ms), y se disipan en aproximadamente
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300 ms (Marengo et al., 2000; Monck et al., 1994). Resultados similares fueron
obtenidos en células bovinas y de raton usando la técnica de microscopia de
escaneo lineal (Ales et al., 2005). La distribucion del Ca** observada pudo ser
explicada simplemente por la entrada de Ca*, el ligado a buffers, y la difusion
del Ca*" y los buffers (Marengo et al., 2000, 2003). De estos resultados, se
concluyd que la capacidad buffer del citosol es altisima, ya que comparando la
cantidad total de Ca** que ingresa al citosol, medida por la integral de la
corriente de Ca®*, con el aumento citosdlico de la [Ca®*] obtenida del promedio
espacial de la fluorescencia, se observa que sélo el 0.1% del Ca** que ingresa
a la célula esta libre en el citosol, mientras que la mayoria del Ca®* esta ligado
a los buffers. También se observé que los gradientes de Ca** inducidos no
recibian contribucién de la liberacion de Ca®* desde el RE (ya sea inducida por
Ca** o por IP3) (Marengo et al., 2003). Mas aun, la inhibicion farmacolégica de
los transportadores de Ca®* activos de la mitocondria y RE, o la supresién del
intercambiador de Na*/Ca?*, no generaron efectos en la magnitud ni en la
velocidad de decaimiento de los gradientes, sugiriendo que los buffers de Ca**
enddgenos pasivos son los responsables de la redistribucion del Ca** bajo
estas condiciones. Resultados similares se observaron frente a una
estimulacién con trenes de PA a baja frecuencia, en donde la Ica2+, la velocidad
de difusion del Ca* y el ligado del cation a los buffers citosdlicos fueron los
mecanismos que determinaron la forma de la sefial de Ca®" citosodlico
(Villalobos et al., 2002).

Después de la disipacion del gradiente de Ca?*, la concentracién de Ca**
permanece uniformemente elevada y luego retorna lentamente a su valor basal
(Marengo et al., 2003). Este proceso se lleva a cabo por sistemas de trasporte
en los cuales la mitocondria, la ATPasa del RE vy el intercambiador de Na*/Ca**
tendrian un papel importante en las células cromafines (Figura 1.6) (Ales et al.,
2005; Herrington et al., 1996; Marengo, 2005; Marengo et al., 2003; Pan et al.,
1997; Villalobos et al., 2002).

La sefial de Ca?* que se genera por la apertura de CCDV en dominios
préximos a la membrana plasmatica no es uniforme. La entrada de Ca** por los

canales es naturalmente discontinua espacialmente. Como consecuencia, se
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generan micro o nanodominios de [Ca®'] altas alrededor de los canales de
Ca?*. Se model6 que dichos microdominios alcanzan concentraciones mayores
a 10 micromolar de Ca*" (Simon et al., 1985); pero en contraposicion, la
concentracion de Ca®* decae a niveles cercanos al reposo a 300 nm de la boca
del canal (Chad et al., 1984). Esto toma particular importancia cuando se
considera que las vesiculas secretorias también se distribuyen de manera
discontinua en la membrana, existiendo grupos de vesiculas que se encuentran
cerca y grupos que se encuentran lejos de los canales de Ca®', teniendo en
consecuencia diferente  probabilidad de liberacion. Hay evidencias
experimentales que avalan esta hipotesis. Usando la técnica de laser pulsada,
Monck y colaboradores (1994) midieron la generacién de hotspots de Ca** en
la periferia de células cromafines bovinas en respuesta a pulsos
despolarizantes (Monck et al., 1994). Ademas, en experimentos combinando la
técnica de imagenes por laser pulsado con amperometria, se logré mapear la
coexistencia espacial de dichos hotspots de Ca?* con sitios de exocitosis
(Monck et al., 1994; Robinson et al., 1995). También en células cromafines
bovinas, usando microscopia de campo evanescente para medir la [Ca®']
cercano a la membrana, Becherer y colaboradores, establecieron una
correlacién entre la fusion vesiculas Unicas y la aparicion de microdominios de

Ca* asociados a la activacién de CCDV (Becherer et al., 2003).

La colocalizacion de canales de Ca?* con los sitios de liberacion
vesicular es dificil de reconciliar con la funcion fisiolégica de estas células, que
liberan hormonas al torrente sanguineo. Mientras que en las sinapsis las
vesiculas se fusionan a velocidades < a 1 milisegundo después de un PA
(Robitaille et al., 1990), en las células neuroenddcrinas la fusion puede llegar a
ser hasta 100 veces mas lenta (Spruce et al., 1990; Zhou et al., 1995). Sin
embargo, como veremos luego, las vesiculas que se localizan préximas a los
canales de Ca®* son sélo una pequefia proporcion de las vesiculas liberables
totales, y explican un pequefio componente de liberacidén rapida presente en

estas células (Voets et al., 1999).
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Figura 1.6 - Mecanismos involucrados en la formaciéon y regulacion de la seial de ca®. En
resumen, el Ca®' que ingresa por los CCDV es el responsable fundamental de la exocitosis de las
vesiculas secretorias. Este mismo Ca®* puede potencialmente inducir la liberacion de Ca* por los RyR
del RE. La liberacion desde el RE también puede producirse por los IP3R. Los sistemas de remocion del
calcio citosolico son: La mitocondria que capta este cation por el uniporter (U), los mecanismos de
extrusion a través de la membrana plasmética, que se deben a la operacién conjunta de una Ca?*-
ATPasa y del intercambiador de Na*/Ca®*, y finalmente la Ca** ATPasa del RE. Finalmente los buffers en

el citosol regulan la intensidad y la extension de la sefial de ca®". Figura adaptada de Garcia et al., 2006.

1.3 EXOCITOSIS EN CELULAS CROMAFINES

La exocitosis es el proceso de fusion de una vesicula lipidica intracelular a la
membrana plasmatica, que puede involucrar la secrecidon al espacio
extracelular de diferentes tipos de moléculas contenidas en dichas vesiculas.
Este proceso esta 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
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exocitosis constitutiva es activa a los bajos niveles de Ca?* del citosol en la
célula en reposo (Sorensen, 2004). En cambio, la secrecién de mensajeros
quimicos como neurotransmisores u hormonas, que se observa tanto en
terminales nerviosas como en células endocrinas y neuroendocrinas, depende
de una exocitosis finamente regulada por la concentraciéon del Ca®* citosdlico,
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,
fisioldgicamente activados ante la propagaciéon de PA (Neher et al., 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

similares en ambos casos.

El primer paso que se debe cumplir para que una vesicula pueda fusionarse
es el anclado o docking, en el cual las vesiculas se aproximan a la membrana
plasmatica estableciendo algun tipo de contacto con ella (Figura 1.7). La
definicion de este proceso presenta contradicciones en la literatura, ya que
algunos autores se basan en definiciones morfoloégicas y otros en definiciones a
nivel molecular. Las primeras se basan en estudios de microscopia electrénica,
y se refieren a las vesiculas que se encuentran préximas a la membrana
plasmatica, en general a una distancia inferior a 200 nm (Ashery et al., 2000).
Sin embargo, dado que las células cromafines poseen una enorme cantidad de
vesiculas, pareceria que esta definicidn es muy poco precisa e involucraria una
poblacién muy heterogénea de vesiculas. Por otro lado, los autores que definen
el docking a nivel molecular estudian la interaccion especifica entre proteinas
vesiculares y de la membrana plasmatica. Pevsner y colaboradores reportaron
que la sinaptotagmina, la sintaxina y la neurexina 1 intervienen en el anclado
(Pevsner et al., 1994). Otros autores, mediante el uso de ratones transgénicos,
evidenciaron que la Munc18 y la sintaxina participaban de este proceso
(Borisovska et al., 2005; Sorensen et al., 2003). De hecho, la delecién de
Munc18 generd una gran reduccion del numero de vesiculas ancladas a la
membrana, y una pérdida total en la secrecion en células cromafines (Voets et
al., 2001b). Otras proteinas que estarian involucradas en el anclado de las

vesiculas a la membrana son la Rab3 y la proteina RIM (Rab3-interacting
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molecule) (Sudhof, 2004). Las proteinas Rabs3 son pequefias GTPasas, que
se ligan a la membrana de las vesiculas secretorias mediante grupos

hidrofébicos ubicados en el C-terminal.

Luego del anclaje, las vesiculas secretorias deben atravesar un proceso de
activacién o priming (Figura 1.7). Durante este proceso las vesiculas ancladas
adquieren la capacidad de fusionarse frente a una sefial de Ca®* apropiada. El
priming es un proceso complejo que involucra varios pasos, y que requiere ATP
y Ca** (Holz et al., 1989, Sorensen, 2004 #119). Este proceso lleva finalmente
a formacion/maduracion del complejo trans-SNARE (por soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptors), que es el
complejo proteico involucrado en la fusion. La formaciéon del complejo frans-
SNARE implica la interaccion entre ciertas proteinas de la membrana
plasmatica (t-SNARE) y de la membrana vesicular (v-SNARE) (Fasshauer,
2003; Jahn et al., 1999; Rizo et al., 2002).

En sinapsis y en células neuroendocrinas, el v-SNARE es la
sinaptobrevina o VAMP, la cual forma un complejo estable con las t-SNAREs,
SNAP-25 y sintaxina, que se ubican en la membrana plasmatica. La
cristalizacién del complejo SNARE revel6 la existencia de cuatro a hélices, una
de sintaxina, una de sinaptobrevina y dos de SNAP-25 (Sutton et al., 1998).
Diversas proteinas accesorias estan involucradas en la regulacion, reciclado,
y/o formacién del complejo SNARE, como NSF, aSNAP, Munc13, Munc18 y

otras.

La formacion del complejo trans SNARE precisa del reciclado de los
complejos SNARE que han sido ya utilizados. Este es un proceso dependiente
de ATP, en el que intervienen las proteinas NSF y aSNAP. La NSF es una
chaperona, que utiliza la energia de hidrélisis del ATP y a a-SNAP como
cofactor para catalizar el desarmado de los complejos SNARE que quedaron
en conformacién cis (en el mismo lado de la membrana plasmatica), luego de
un proceso de exocitosis previo. Esto permite la reutilizacion de las proteinas
SNARE en un nuevo proceso de fusion (Kibble et al., 1996; Sollner et al.,
1993).
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Figura 1.7-Representacion de los pasos de la exocitosis, y de las distintas proteinas involucradas
en cada paso. En el anclado, la vesicula se posiciona préxima a la membrana debido ciertas
interacciones proteicas, entre las cuales estarian involucradas la GTPasa Rab3, RIM, Munc 18 y
sintaxina. En la activacion, las vesiculas experimentan una serie de procesos que las prepara para ser
exocitadas frente a una sefial de Ca*" apropiada. En esta etapa ocurririan una serie de reacciones que
contribuyen a la activacion de las proteinas v-SNARE (sinaptobrevina) y las proteinas t-SNARE (SNAP 25
y sintaxina), y a la consecuente alineacion de las mismas. En la exocitosis regulada se produce un cambio
conformacional en las proteinas del complejo SNARE en respuesta al incremento de la concentracion
citosdlica de Ca**. Este incremento se genera por el influjo del ion por los CCDV. Esto lleva a que la
interaccion entre las proteinas pase de ser débil a fuerte, conduciendo a la aposicidon y aproximacion de
las membranas vesicular y plasmatica que finalmente generan el poro de fusion. Figura tomada y
modificada de Becherer y Rettig, 2006.

Una vez finalizado el priming, el complejo trans SNARE sufre un proceso
exergonico desde el punto de vista energético llamado zippering, el cual
conduce finalmente a la fusién. El zippering consiste en la formacion 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 et
al., 2005; Sorensen et al., 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 (Jahn et al., 2003). La aproximacion intima de las
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membranas aumenta la probabilidad de fusién entre ambas, llevando a la
formacion de un poro de fusion entre los medios extracelular e intracelular (Han
et al., 2004). Este proceso se realiza en dos pasos: primero las membranas se
aproximan, venciendo las fuerzas electroestaticas, y luego se desestabilizan las
porciones hidrofilica e hidrofébica de la bicapa lipidica. Todas estas
transiciones estan gobernadas por fuerzas que minimizan la exposicion de

superficies no polares al medio acuoso.

Los eventos de anclaje y activacién son etapas necesarias para que las
vesiculas alcancen el estado de maduracion final para fusionarse. Sin
embargo, en el caso de la exocitosis regulada por Ca?*, la fusién vesicular
ocurrira solamente con alta probabilidad cuando el aumento citosélico de Ca**
supere cierto valor umbral (1-10 pyM) en la region préxima a las vesiculas
(Sugita, 2008). En estos casos particulares la fusion requiere, ademas de la
presencia de proteinas SNARE, de la existencia de un sensor de Ca®,
representado por las sinaptotagminas (Perin et al., 1990). En general, la
sinaptotagmina es una proteina vesicular que posee cinco sitios de union a
iones Ca®*, que al ser ocupados llevan a la activacion de la proteina,
favoreciendo la unién de esta a la sintaxina y a ciertos lipidos de la cara interna
de la membrana plasmatica (Bennett et al., 1992) (Figura 1.8). Esto, en
conjunto con el zippering (Sutton et al., 1998) del complejo SNARE, conlleva a
la formacion del poro de fusion. La finalizacion de este proceso conduce a la
liberacidon del contenido vesicular a la brecha sinaptica (Sugita, 2008) (en el
caso de neuronas), o a la circulaciéon sanguinea (en el caso de las células

neuroendocrinas).
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Figura 1.8- Esquema del complejo SNARE y la sinaptotagmina. El complejo SNARE esta formado
por la proteina vesicular sinaptobrevina (v-SNARE) y dos proteinas localizadas en la membrana
plasmatica, la sintaxina y SNAP-25 (t-SNARE). La sintaxina y la sinaptobrevina aportan sélo un dominio
a-hélice al complejo, mientras que el SNAP-25 aporta dos. La sinaptotagmina es una proteina vesicular
que funciona como sensor de Ca?". Esta proteina se une a fosfolipidos de membrana plasmatica y a la

sintaxina de forma dependiente de Ca2+, favoreciendo la fusion de las membranas.

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 o a un proceso de fusion transitoria (Figura 1.9). En el
primer caso, el poro de fusion se expande llevando a una integracion total de la
membrana vesicular con la membrana plasmatica. En 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 fusién sin perder su identidad. A este proceso de exocitosis/endocitosis
acopladas se le 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 fast
kiss and run, el stand alone foot y la cavicapture (Cardenas et al., 2010, 2016).
El kiss and run fue propuesto originalmente por Ceccarelli, (1973) utilizando
microscopia electronica en placa neuromuscular. Posteriormente, este modo de

fusion vesicular se demostré en células cromafines en forma directa, mediante
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una elegante combinacion de mediciones de amperometria y capacitancia en
patch con un grado de resolucién de vesiculas unicas (Albillos et al., 1997; Ales
et al., 1999).

Kiss and run
—_—
Intracelular
Extracelular
. L
e ¥ 8
. -
e
Intracelular
=L, « Extracelular
- - - [ ] L]
Colapso completo * . .

@ Contenido vesicular  + Adrenalina

Figura 1.9- Representacion de la secuencia de eventos del mecanismo de kiss and run vy del
colapso completo. Luego de la formacion del poro, la vesicula puede recuperarse sin haber perdido su
identidad (kiss and run) o colapsarse completamente en la membrana plasmatica. Figura modificada de
Chan et al., 2010.

1.4 LA CINETICA DE LA RESPUESTA SECRETORIA Y SU
ASOCIACION CON LOS GRUPOS DE VESICULAS

Desde el momento en que es formada hasta que es liberada, una
vesicula sinaptica debe pasar por muchas etapas. Comenzando con la
biogénesis de la vesicula en el Golgi, siguiendo con su transporte por el
citoesqueleto, su llenado con sustancias activas a través de transportadores
especificos, su posterior disociacion del citoesqueleto, el anclado fisico a la
membrana plasmatica, su activacion, y finalmente su fusion (Holz et al., 1992;

Neher et al., 1993). Esta compleja secuencia de procesos, hace que en la
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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
concentracion homogénea de Ca®*, de modo que no se generen diferencias de
respuesta asociadas a la distribucion espacial de las vesiculas respecto de la
fuente de Ca®" En segundo lugar, se debe utilizar una técnica de registro de la
exocitosis de alta resoluciéon temporal, que permita diferenciar los pools
maduros de los inmaduros. En ese sentido, la técnica llamada flash photolysis
de Ca?* enjaulado permite obtener una rapidisima sefial de Ca?* que es
espacialmente uniforme. Esta técnica consiste en ingresar al citoplasma un
buffer de Ca®* fotosensible unido a Ca**. Posteriormente, se aplica un pulso de
luz ultravioleta que genera la modificacion quimica del quelante, con una
consecuente disminucién de su afinidad al Ca®* (Kaplan et al., 1988). Por otro
lado, la medicidon de la capacitancia celular por medio de la técnica de patch
clamp en configuracion whole cell tiene la resolucion espacial necesaria para
este tipo de experimentos (Neher et al, 1982). Experimentos de flash
photolysis en células cromafines, evidenciaron la presencia de dos
componentes diferenciables cinéticamente en el aumento de la capacitancia
celular asociado a la exocitosis: 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 et al., 1994). Mientras que el
primero fue asociado a vesiculas con capacidad para liberarse en forma directa
frente al aumento de Ca**, es decir que han completado el anclado vy la
activacion, el segundo es considerado como la manifestacion cinética de un
pool de reserva (RP, reserve pool), compuesto por vesiculas inmaduras. EI RP
representa el pool de vesiculas secretorias mas grande de las células
cromafines, con 2000 a 5000 vesiculas (Heinemann et al., 1994; Sorensen,
2004). Se ha determinado que el RP se compone en su mayoria de vesiculas
no ancladas a la membrana, y de una menor fraccion de vesiculas ya ancladas,
a la que se denominé UPP (unprime pool), es decir un grupo de vesiculas que

ya se han anclado pero que aun no se han activado (Ashery et al., 2000).
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Mediciones de capacitancia con mayor resolucion temporal permitieron
identificar dentro del exocytotic burst dos componentes exponenciales, que se
interpretaron como la existencia de dos grupos de vesiculas con distintas
cinéticas de liberacion. Uno rapido, al cual se llamdé pool de vesiculas
preparadas para liberarse (RRP, ready releasable pool), y otro mas lento al que
se denominé SRP (slowly releasable pool), ambos con 120-150 vesiculas
aproximadamente (Becherer et al., 2006; Voets et al., 1999). Las diferencias a
nivel molecular entre las vesiculas que componen a estos dos grupos no han
sido totalmente resueltas hasta el momento. Sin embargo, se plante6 que
podrian responder a sensores de Ca®* diferentes (Voets, 2000; Voets et al.,
2001a). Como el llenado del RRP se corresponde con un vaciamiento del SRP
(Voets et al., 1999), se postula que estos dos grupos vesiculares se ubicarian
secuencialmente (Heinemann et al., 1994; Sorensen, 2004; Voets et al., 1999).
En resumen, se plantea un esquema secuencial para todos los pools
mencionados, en el sentido RP > UPP - SRP - RRP (Figura 1.11), donde
las vesiculas se movilizan desde los pools rio arriba hacia los pools rio abajo
(Ashery et al., 2000).

Pese a los importantes avances que produjo la aplicacion de la técnica
de flash photolysis de Ca** enjaulado para la determinacion de pools
vesiculares, esta técnica no permite diferenciar a las vesiculas en cuanto a su
ubicacién espacial, y por lo tanto de acuerdo a su acople con la fuente de Ca?
que dispara la exocitosis. Desde el punto de vista fisiolégico, 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 mas 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
induce la liberacion del RRP por un tren de despolarizaciones cortas, o por
despolarizaciones individuales de duracion creciente, se logra identificar un
componente de exocitosis particularmente rapido, cuya liberacién se completa

en 25 a 100 ms, dependiendo de la preparacidon. Esta exocitosis rapida fue
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asociada a un pool de vesiculas altamente acoplado al estimulo, que se ubica
dentro del RRP. A este pool se lo denominé pool inmediatamente liberable
(IRP; immediately releasable pool) (Horrigan et al., 1994; Voets et al., 1999).
Este pequefio grupo, con aproximadamente 10-40 vesiculas (hasta ~25% del
RRP), tiene en rebanadas de médula adrenal de ratén una tasa de liberacién 5

veces mayor que las del RRP (Voets et al., 1999) (Figura 1.10).

Las reacciones descriptas con flechas en la figura 1.10 pueden
simbolizar tanto una relocalizacion espacial de las vesiculas como un paso de

maduracién que no implique un traslado a nivel espacial.
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Figura 1.10- Diagrama representativo de los diferentes pooles funcionales de vesiculas secretorias

identificados en células cromafines. Estos pools se diferencian en su estado de maduraciéon y/o su
distribucion espacial (ver texto). Figura adaptada de Ashery et al., (2000) y Voets et al., (1999).

1.5 ACOPLE ENTRE LOS CANALES DE CALCIO Y LAS
VESICULAS SECRETORIAS

Todos los subtipos de CCDV mencionados en la seccién 1.2.1.1,
contribuyen a la exocitosis de vesiculas sinapticas en células cromafines frente
a la aplicacion de un estimulo adecuado. Se demostré que frente a
despolarizaciones largas, los distintos subtipos de CCDV participan en la

secrecion de manera proporcional a su contribucion a la corriente total
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(Engisch et al., 1996). Este tipo de estimulacién relativamente fuerte, no sélo
libera las vesiculas del IRP sino que también provoca la liberacion de las
demas vesiculas del RRP (Horrigan et al., 1994; Voets et al., 1999), debido a

que generan sefiales de Ca* que alcanzan regiones alejadas de los CCDV.

En contraposicién a lo explicado en el parrafo anterior, la exocitosis
inducida por despolarizaciones de corta duraciéon (< 50 ms) esta claramente
asociada a tipos de canales particulares (Albillos et al., 2000; Alvarez et al.,
2008). Por lo tanto, se postulé que del total de vesiculas secretorias algunas
pueden estar particularmente asociadas a ciertos subtipos de CCDV (Alvarez et
al., 2011). Por un lado, existen evidencias que sugieren que el subtipo de canal
R esta altamente acoplado a la exocitosis en slices de médula adrenal en raton
(Albillos et al., 2000). Sin embargo, hay antecedentes mas numerosos que
asocian al canal P/Q con la exocitosis altamente acoplada al estimulo en
células cromafines. Por ejemplo, Lara y colaboradores demostraron que el
grado de inhibicidon que produce el bloqueante del canal P/Q w-agatoxin IVA es
mayor a baja concentracion (0.5 mM) que a altas (5 mM) concentraciones de
Ca?* externo, donde se esperan sefiales de Ca®" espacialmente mas
extendidas (Lara et al., 1998). Desde otra perspectiva experimental, Aldea y
colaboradores 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 et al., 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 et al,
2005b). La participacion del canal P/Q en la exocitosis altamente acoplada al
estimulo, y en particular en el IRP de células cromafines, fue estudiada en
profundidad en nuestro laboratorio, lo cual se discutira en la seccion 1.8 de esta

introduccion.

La pregunta que surge es ;como podria explicarse desde un punto de
vista molecular la interaccidén entre tipos particulares de canales y vesiculas?

En terminales nerviosas del sistema nervioso central, se demostré que la
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subunidad aa de los canales de calcio tipo N y P/Q posee una secuencia
aminoacidica llamada synaptic protein interaction site (synprint), o en
castellano, sitio de interaccion de proteinas sinapticas, que esta ubicada en el
loop intracelular entre los dominios Il y Il (Sheng et al., 1998) (Figura 1.11). Se
ha comprobado que synprint interactia con proteinas de la maquinaria
exocitética tales como sintaxina, SNAP-25 y sinaptotagmina (Jarvis et al., 2005;
Rettig et al., 1996), y también con otras proteinas sinapticas tales como la
proteina CSP (cysteine string protein) y RIM (Davies et al., 2008).
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Figura 1.11- La figura representa la ubicacién del sitio de interaccidon de proteinas sinapticas (synprint)
en la molécula del canal de calcio. Este sitio se ubica en el loop intracelular ubicado entre los dominios Il
— Il de la subunidad a4 del canal de Ca*" de tipo P/Q o N. Este sitio interactia con varias proteinas

sinapticas (conectadas a synprint). Figura tomada y modificada de Zamponi et al., (2003).

Se postuld que la funcion de synprint es mantener un acople fisico entre
las vesiculas sinapticas y los canales de Ca®*, de modo de aumentar la
eficiencia del proceso de acople funcional estimulo-secrecién en los terminales
sinapticos. Por ejemplo, la inyeccion de synprint libre en el ganglio cervical
simpatico redujo al 42% la transmision sinaptica (Mochida et al., 1996). Este
resultado se interpreta suponiendo una competencia entre el synprint
introducido con el synprint endégeno, que forma parte del canal, por las

proteinas secretorias.
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Adicionalmente, se postularon otras funciones para synprint. Existen
datos que indican que la asociacidn entre el synprint y las proteinas de la
maquinaria exocitética regula la actividad de los canales de Ca?*, determina la
localizacion de los canales de calcio de tipo P/Q en la membrana, e interviene
en los procesos endociticos (Jarvis et al., 2005, 2007; Zamponi, 2003).
Respecto al modelo experimental utilizado en esta tesis, varios antecedentes
indican que el synprint tendria importancia en el acople estimulo-secrecion en
células cromafines. Trabajos previos de nuestro laboratorio demostraron un
acople funcional entre el canal de Ca®* tipo P/Q y las vesiculas secretorias de
IRP, en donde interviene synprint (Alvarez et al., 2013; Alvarez et al., 2008), ver
capitulo 1.8 de esta Introduccion). Ademas, ensayos de co-inmunoprecipitacion
establecieron la interaccion de la subunidad a4a de este canal con los
complejos SNARE (Andres-Mateos et al., 2005). Finalmente, se observé que la
subunidad a.1a del canal de Ca®* tipo P/Q y la proteina SNAP-25 colocalizan en

membranas intactas de células cromafines (Andres-Mateos et al., 2005).

Ademas de la region synprint, la porcion C-terminal de los canales tipo
P/Q y N ha sido implicada en el direccionamiento de los canales de Ca** a la
zona activa de la sinapsis (Catterall et al., 2005b). En ese sentido, Maximov y
colaboradores demostraron por ensayos in vitro e in vivo una asociacion
especifica entre la porcion C - terminal de las subunidades a1g Yy a1a, que
forman el poro en los canales tipo N y P/Q, con proteinas sinapticas

adaptadoras tales como Mint 1-1 y CASK (Maximov et al., 1999).

1.6 MECANISMOS ALTERNATIVOS A LA EXOCITOSIS
DEPENDIENTE DE CALCIO

En las secciones anteriores se explicO como ocurre la exocitosis
dependiente de Ca®'. Esta representa el mecanismo clasico de fusion en
terminales sinapticas y células neuroenddcrinas. Sin embargo, desde la década
de los 80 se han recopilado antecedentes que apuntan a la presencia de
mecanismos alternativos. Por ejemplo, se demostré que los analogos del

nucledtido de GTP (particularmente GTP-y-S y GMppNp) estimulaban la
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secrecion de enzimas lisosomales (en neutrdfilos) e insulina (en lineas
celulares) en ausencia de fuentes de Ca® (Pozzan et al., 1984; Wollheim et al.,
1987). En base a estas observaciones se postuldé que una proteina G estaria
asociada a un mecanismo de neurotransmision alternativo a la

convencionalmente descripta hasta ese entonces (Knight et al., 1989).

Las investigaciones publicadas por Parnas y colaboradores también
postularon la presencia de mecanismos alternativos a la neurotransmision
mediada por Ca?* (Hochner et al., 1989). Desde estos trabajos surgié la
hipdtesis denominada "Ca®*-voltaje”, que sostiene que la neurotransmision
depende de dos factores: la entrada de Ca®* y la despolarizacién de la
membrana. Las bases de este postulado sostienen que el primer factor esta
asociado a la cantidad de neurotransmisor liberado, mientras que la
despolarizacion de la membrana se relaciona con el transcurso temporal del
proceso. Estos autores postularon que el sensor de voltaje implicado seria el
receptor muscarinico de tipo 2 (M2R), que es un receptor asociado a proteina
G (Parnas et al., 2010).

La descripcion mecanistica de la hipdtesis Ca?*-voltaje se representa en
la figura 1.12. En condiciones de reposo, el M2R se encuentra en su estado de
maxima afinidad por los neurotransmisores presentes en el espacio sinaptico,
que en ese momento se encuentran a baja concentracion. Este complejo se
une con la maquinaria exocitética, manteniéndola en un estado de inhibicion
ténica. En esta etapa la exocitosis practicamente no ocurre, debido a que cerca
de los sitios de liberacion la concentracion de Ca®* es baja, y ademas, la
maquinaria exocitética esta bloqueada. Luego de la despolarizacion de la
membrana, cuando el potencial de accién llega a la terminal sinaptica, dos
procesos ocurren de manera paralela e independiente. El primero de ellos
corresponde a la rapida apertura de los CCDV, con la consiguiente entrada de
Ca?*. Sin embargo, la ocurrencia de sélo este proceso no dispararia la
exocitosis, debido a que la maquinaria de liberacion todavia se encuentra
bloqueada. El segundo proceso, que es independiente de la entrada de Ca*",
involucra el cambio de afinidad del M2R, pasando de un estado de alta a uno
de baja afinidad por el neurotransmisor. En ese momento el neurotransmisor,

que se encuentra en una concentracidn muy baja en el espacio sinaptico, se
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desacopla del receptor en una fraccion de milisegundos. Esto conlleva al
desacople del M2R de la maquinaria exocitotica, liberandola de su estado de
inhibicion. A pesar de que este evento es rapido y ocurre en una fraccion de
milisegundos, sigue siendo atin mas lento que la entrada de Ca?*. Por lo tanto,
este seria el factor limitante del inicio de la liberacién y no la entrada de Ca?".
Una vez que el Ca?* ya entré por los CCDV es capaz de unirse a la maquinaria
exocitética (que se encuentra libre), iniciando asi la liberacién evocada de los
neurotransmisores. Luego, cuando la membrana se repolariza, el receptor
retorna a su estado de alta afinidad, en un proceso mucho mas rapido que la
remocién de Ca®*. De esta manera, los receptores se vuelven a unir a los

neurotransmisores, restaurando la inhibicion tonica.

Figura 1.12- Esquema cinético que representa a nivel molecular la hipétesis ca® - voltaje. A
potencial de membrana en reposo (verde), el receptor estd en su mayor estado de afinidad, Ry. Paso 1
(rosa): En este estado, el receptor esta unido al neurotransmisor (puntos negros), que se encuentra a
muy baja concentracion en el espacio sinaptico para formar el complejo Ry -neurotransmisor. Paso 2
(azul claro) El receptor unido al neurotransmisor se une a la maquinaria exocitica. Esto mantiene la
maquinaria de liberacion bajo un bloqueo ténico. Sin embargo, hay una pequefia fraccion de maquinaria
exocitica libre (EX) permitiendo la liberacion espontanea. Paso 3 (marrén). Luego de la despolarizacion,
el receptor cambia a un estado de baja afinidad, el neurotransmisor se disocia del receptor (flecha
gruesa). Paso 4 (violeta): El receptor se desacopla de la maquinaria de liberacion (EX), y el bloqueo
ténico es removido. La maquinaria exocitica libre interactia con el ca®' que ya ha entrado para
comenzar con el proceso de liberaciéon. Paso 5 (verde): Luego de la repolarizacion, el receptor vuelve a
su estado de alta afinidad y el bloqueo ténico es restablecido. (Figura tomada y modificada de Parnas y
Parnas, 2010).
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Estudios posteriores, confirmaron que la afinidad de estos receptores
(M2R) por la maquinaria exocitética dependia del potencial de membrana,
siendo mayor a potenciales de reposo y menor a potenciales despolarizantes
(llouz et al., 1999; Linial et al., 1997; Parnas et al., 1987). Ailos mas tarde, se
demostrdé que el movimiento de cargas (o gating currents) de dicho receptor

controlaba la neurotransmision (Ben-Chaim et al., 2006).

En otra linea, ciertos autores propusieron que, independientemente de
su capacidad de transportar Ca®*, los CCDV son capaces de participar en el
disparo de la exocitosis gracias a su interaccién con proteinas de la maquinaria
de fusidon. Esta hipotesis toma como punto de partida el concepto de
"excitosome”, el cual se defini6 como un complejo proteico hipotético que
participa en las etapas finales de la secrecidén (Atlas et al., 2001). Distintas
evidencias sostienen la existencia de tales complejos. Por ejemplo, se
demostré que los canales de Ca®* interacttian con proteinas que forman parte
de la maquinaria exocitica, tales como sintaxina 1, SNAP 25 y sinaptotagmina.
Ensayos in vitro de co-inmunoprecipitacion, demostraron la interaccion entre el
dominio citosélico II-1ll de la subunidad o.1s del canal de Ca®* tipo N (region
synprint) con las proteinas sintaxina 1a y SNAP-25. Afos mas tarde,
investigaciones in vivo revelaron que la interaccion entre el canal de Ca?* tipo N
y la sintaxina 1a era importante en la liberacion de neurotransmisores en
sinapsis neuromusculares (Keith et al., 2007). Partiendo de la existencia de
tales complejos, otros autores propusieron que los canales de Ca’* podian
disparar la exocitosis en forma independiente a que se genere una corriente a
través de ellos. En esta linea, trabajos del grupo de William Catterall sugieren
que el canal de Ca®* tipo N, al responder a la despolarizacion de la membrana,
actua directamente sobre el complejo SNARE, via synprint, favoreciendo el
docking y disparando un tipo de neurotransmision independientemente del
influjo de Ca** (Mochida et al., 1998). El resultado final del cross talk entre los
componentes de estos complejos seria una respuesta secretoria rapida, y
altamente acoplada a la despolarizacién de la membrana plasmatica (Atlas et
al., 2001).
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ARos mas tarde, se reportaron evidencias en células cromafines y en la
linea celular HEK 293 que indicaban que la unién de Ca®" al poro del canal de
Ca** tipo L (sin la necesidad que lo permeen), era condicion suficiente para
desencadenar la exocitosis (Lerner et al., 2006). Estudios posteriores
demostraron que la administracién de los moduladores alostéricos de este
canal, tales como BayK8644 y FPL 64176, modificaban la cinética de secrecion
de catecolaminas independientemente del influjo de Ca?* (Marom et al., 2010).
Tales hallazgos, sugirieron que los canales de Ca®" actuarian como un sensor
molecular en el proceso excitacidn-secrecion en células neuroendocrinas en

forma independiente al influjo de Ca®" a la célula.

Finalmente, en neuronas sensoriales, Zhuan Zhou y colaboradores
demostraron un estrecho acople entre el potencial de membrana y una
exocitosis independiente de cambios citosdlicos de Ca?* (Zhang et al., 2002).
Sin embargo, estos autores no definieron cual seria el mecanismo operante en

este proceso.

1.7 ENDOCITOSIS

La endocitosis es un proceso por el cual la membrana plasmatica es
invaginada, y mediante la fisibn de dichas invaginaciones, conduce a la
consecuente formacién de vesiculas, o alternativamente cisternas o vacuolas
(Royle et al., 2003; Wu et al., 2014a). Por medio de este proceso, una fraccion
de membrana equivalente a la agregada por la fusion de las vesiculas durante
la exocitosis se reinternaliza, retornando ademas la superficie de membrana
plasmatica 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 distribucion de
componentes proteicos de las fracciones de membrana plasmatica e
intracelular. La endocitosis se ha clasificado de acuerdo a criterios
mecanisticos, como también de acuerdo a un criterio cinético en endocitosis

lenta y rapida (Cardenas et al., 2016).
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1.7.1 ENDOCITOSIS DEPENDIENTE DE CLATRINA

Inmediatamente después del colapso completo de la vesiculas
sinapticas o secretorias con la membrana plasmatica, éstas se recuperan en
otra regiébn de la membrana por invaginacion de vesiculas recubiertas de
clatrina (Smith et al., 2008). En el comienzo de este proceso intervienen
distintas proteinas adaptadoras, entre ellas AP2, AP180 y epsin (Ferguson et
al., 2012). El reclutamiento de estas proteinas en sitios de la membrana
plasmatica ricos en fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato (Pl1(4,5)P,) favorece la
curvatura de la membrana (Ferguson et al., 2012). Posteriormente, los
mondémeros de clatrina son reclutados, uniéndose a estas proteinas
adaptadoras, y son luego ensamblados formando una cubierta fibrosa,
promoviendo aun mas la curvatura de membrana y su invaginacion (Slepnev et
al., 2000). Luego de ello, la dinamina se une a la cubierta de clatrina a través
de sus dominios SH3. Finalmente, el autoensamblamiento de muchos dimeros
de dinamina, formando un collar o espiral alrededor del cuello de la vesicula en
formacion, termina por mediar la fision (Takei et al., 2005). Las caracteristicas
estructurales y funcionales de la dinamina se detallaran mas en profundidad en

la secciéon 1.7 .4.

Trabajos iniciales en células cromafines reportaron que este tipo de
endocitosis se desarrolla muy lentamente, completdndose en un tiempo de
aproximadamente ~15-30 minutos (Artalejo et al., 2002; Chan et al., 2003b).
Sin embargo, trabajos mas recientes en células 3 del pancreas (He et al., 2008)
y en neuronas (Royle et al, 2010) determinaron para la endocitosis
dependiente de clatrina constantes temporales menores a 10 segundos. En
nuestro laboratorio, tenemos resultados aun no publicados que avalan estas

ultimas estimaciones para células cromafines.

En general, se define a la endocitosis mediada por clatrina como un
mecanismo compensatorio, es decir, que internaliza una cantidad de
membrana equivalente a la previamente liberada. La endocitosis
compensatoria fue definida en células cromafines por Smith y Neher (1997) y

por Engisch y Nowycky (1998). Por medio de registros de capacitancia, estos
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autores demostraron que este proceso evolucionaba monoexponencialmente
con una constante temporal que dependia de la [Ca®'] citosdlica, la cual era de
unos 20 segundos aproximadamente frente a estimulos débiles, hasta unos 5
segundos si la estimulacion es fuerte (Engisch et al., 1998; Smith et al., 1997).
En nuestro laboratorio tenemos resultados no publicados que muestran que
este proceso es fuertemente dependiente de clatrina (tesis doctoral de Ana
Veronica Belingheri). Hay datos que sugieren que la endocitosis
compensatoriaes activada preferentemente por una entrada de Ca®* desde los

canales de tipo L (Rosa et al., 2011).

El colapso completo de las vesiculas implica la integracion total, y
pérdida de identidad de la membrana vesicular en la plasmatica. Por lo tanto la
recuperacion endocitica posterior debe realizarse por un mecanismo endocitico
que genere vesiculas nuevas, no preformadas, el cual puede ser la endocitosis
mediada por clatrina o la endocitosis de tipo bulk (que se tratara posteriormente
en este capitulo). Es importante tener en cuenta que durante el colapso
completo se secreta el nucleo proteico electrodenso de las vesiculas
secretorias, formado por cromogranina y otras proteinas, el cual no puede ser
recuperado por la endocitosis posterior. Por lo tanto, en general se considera
que la endocitosis mediada por clatrina implica una recuperacion muy lenta de
las vesiculas secretorias, ya que dicho proceso debe necesariamente
involucrar al sistema de Golgi, donde las proteinas del nucleo denso vesicular

se sintetizan de novo (Maxfield et al., 2004).

1.7.2 ENDOCITOSIS EN EXCESO Y BULK ENDOCITOSIS

Luego de una estimulacién muy fuerte (entrada de Ca®*> 70 pC), que
genera exocitosis masiva, se dispara un proceso denominado endocitosis en
exceso, que recupera una cantidad de membrana mayor a la adicionada por
exocitosis (Artalejo et al., 1995; Engisch et al., 1998; Neher et al., 1993; Smith
et al., 1997). Este proceso, a diferencia de la endocitosis compensatoria, no
sigue una relacion continua con la entrada de Ca®*, y por el contrario ocurre de
una manera “todo o nada” luego de superar el umbral mencionado arriba.

Desde el punto de vista cinético, este modo de endocitosis evoluciona de
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manera rapida, con un componente inicial mucho mas rapido que el observado
para la endocitosis compensatoria, y un segundo componente que es

cinéticamente similar a la compensatoria (t1 = 600 mseg.; t> = 6 seg.).

Respecto al reciclado de membrana postendocitico, en nuestro
laboratorio determinamos que la exocitosis en exceso es un fendmeno
complejo, compuesto por un componente que recicla a vesiculas secretorias en
un tiempo < 2 minutos y otro componente que no recicla a vesiculas, se
localiza en al menos parcialmente en lisosomas, y esta asociado a un
mecanismo endocitico llamado endocitosis tipo bulk (Perez Bay et al., 2012;
Perez Bay et al., 2007). La endocitosis de tipo bulk es un fenédmeno por el cual
se invaginan grandes porciones de membrana que forman vacuolas o
cisternas, y que se dispara frente a procesos exociticos masivos que pueden
poner en riesgo la viabilidad celular (Betz et al., 1992). El mecanismo molecular
operante en la endocitosis tipo bulk es desconocido, pero hay datos recientes

que sugieren que es dependiente de actina y de dinamina (Gormal et al., 2015).

1.7.3 ENDOCITOSIS ASOCIADA A UN POTENCIAL DE ACCION

Estudios en neuronas del sistema nervioso central, que contemplaron el
uso de técnicas electrofisiolégicas y fluoroforos de la familia FM, demostraron
que un gran porcentaje de vesiculas que se liberan en respuesta a PAs se
reciclan sin la necesidad de pasar por compartimentos endosomales,
posibilitando asi su rapida reutilizacion (Sara et al., 2002; Stevens et al., 2000).
Es estos trabajos se mostré que en terminales nerviosas opera una endocitosis
rapida, con tiempos caracteristicos del proceso del orden de los cientos de
milisegundos hasta los pocos segundos. Estos resultados y otros posteriores
son consistentes con la idea de que aquellas vesiculas que se liberan en
respuesta a un PA pueden reutilizarse en reiteradas ocasiones, sin que ello
implique la pérdida de su identidad estructural (Aravanis et al., 2003; Richards
et al., 2005).

En células cromafines se ha demostrado que, a fin de compensar la

exocitosis inducida por PAs, se pueden activar dos mecanismos de endocitosis
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independientes, y que la manifestacion de uno u otros de ellos depende de la
frecuencia de PAs aplicados. En ese sentido, se reportdé que la estimulacion
con PAs aislados o a frecuencias proximas a la actividad basal (entre 0.2 y 0.5
Hz) induce una rapida y robusta internalizacion de la membrana plasmatica,
con tiempos caracteristicos menores a 1 segundo (Chan et al., 2001, 2003b;
Moya-Diaz et al., 2016). En términos cuantitativos, la cantidad de membrana
internalizada equivale al numero de vesiculas fusionadas, es decir que el
mecanismo es totalmente compensatorio de la exocitosis previa. Ademas, una
caracteristica particular de esta endocitosis rapida es que se inhibe con el
aumento del Ca®* citosolico, con una Ki,, de 605 nM, lo cual provoca una total
inhibiciéon de la misma cuando la frecuencia de PAs supera los 2 Hz. Pero a
medida que aumenta la frecuencia de PAs aparece otro mecanismo de
endocitosis, clatrina dependiente, que se activa por la acumulacion de
Ca? residual (Kaet = 1.46 uM), y esta asociado a la accidon de la fosfatasa
calcineurina (Chan et al., 2001, 2003b).

En la tabla 1.3 se resumen las caracteristicas cinéticas de las distintas

endocitosis.
Tipo de Endocitosis  Tiempos caracteristicos Técnica/referencia

En exceso 11=0.6segyt2~=6 patch perforado/Engisch y

seg Nowycky (1998)
Compensatoria 1= 5-20 seg patch perforado/Engisch y

Nowycky (1998)

Compensatoria T = 560 mseg patch perforado-patch

después de AP clamp/Chan y Smith (2001)

Tabla 1.3 Caracteristicas cinéticas de la endocitosis lenta (clasica) y rapida en células

cromafines. Figura tomada y modificada de Cardenas y Marengo (2010).

Los trabajos publicados por Elhamdani y colaboradores (2006)
complementaron estas observaciones. Utilizando la técnica de doble patch-
clamp (configuraciéon whole cell/cell attached) estos autores describieron que
bajas frecuencias de estimulacién desencadenaban eventos endocitéticos

rapidos, intimamente asociados al desarrollo de fusiones vesiculares tipo kiss
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and run, mientras que estimulaciones sostenidas promovian el desarrollo de
endocitosis lentas asociadas a fusiones vesiculares completas (Elhamdani et
al., 2006b). Otros trabajos realizados en células cromafines también apuntaron
en esa direccidon. En ese sentido, se propuso que las vesiculas que se liberan
por fusiones tipo kiss and run presentan un mecanismo local de reciclado
vesicular, que es dependiente de dinamina e independiente de clatrina (Fulop
et al., 2005). La participacion de la dinamina en el desarrollo de la endocitosis

rapida sera descrita en mayor detalle en la préxima seccion.
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Figura 1.13 - Tipos de endocitosis y ciclado vesicular. Las vesiculas del poo/ de reserva (RP) son
translocadas a la membrana. Una vez activadas, la entrada de Ca?* dispara la fusion, que puede ser
transitoria, de tipo kiss and run o cavicapture, o una fusiéon completa. En este ultimo caso la membrana
se recupera por la via clasica dependiente de clatrina, o en respuesta a exocitosis muy masivas a través
de una endocitosis de tipo bulk. Las vesiculas endocitadas por la via clasica pierden rapidamente sus
cubiertas de clatrina (linea punteada roja) y son movilizadas hacia endosomas y luego al Golgi. Figura

tomada y modificada de Cardenas y Marengo, 2010.

1.7.4. DINAMINA Y ENDOCITOSIS

Esta ya solidamente establecido que el desprendimiento de las vesiculas
recubiertas de clatrina requiere de la GTPasa dinamina. El analisis del mutante
de Drosophila shibire, que codifica un alelo de dinamina sensible a la
temperatura, proporcioné la primera evidencia de la importancia central de la

dinamina en la endocitosis. A temperaturas de 20°C las moscas mutantes son
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normales, pero a T° de 30°C se paralizan (shibire, paralizado en japonés),
debido a que se bloquea el desprendimiento de las invaginaciones cubiertas de
clatrina, y se interrumpe el reciclado vesicular (van der Bliek et al., 1991).
Estudios subsecuentes, revelaron la formacion de invaginaciones estables en
las terminales presinapticas de la membrana luego de la exposicion de las
células a GTPyS, un analogo de GTP que se hidroliza muy lentamente (Takei et
al., 1995). Investigaciones posteriores en células no-neuronales mostraron que
la dinamina es un componente normal de las invaginaciones que se encuentran
revestidas por clatrina, y que su actividad GTPasa es importante para la
endocitosis: experimentos en donde se expresaron mutantes de dinamina con
un sitio de unién a GTP alterado (comunmente conocido como el mutante
K44A) presentaron efectos negativos sobre la endocitosis (McMahon et al.,
2011). Actualmente, se sabe que la dinamina interviene cortando el cuello que
se forma entre la membrana y la vesicula en formacion durante la endocitosis
clatrino dependiente. La dinamina se polimeriza alrededor del cuello vesicular,
y provee la energia mecanica necesaria para completar la fision. Ademas hay
fuertes indicios de que la dinamina, también polimerizada alrededor del cuello,
estabiliza el poro de fusion durante el kiss and run, y completa luego la fisién en
este mecanismo exo-endocitico (Gonzalez-Jamett et al., 2010). Finalmente, la
informacion respecto a la participacién de dinamina en la endocitosis tipo bulk
es contradictoria, mientras algunos autores han encontrado evidencias sobre
su participacion (Gormal et al., 2015), otros han propuesto lo contrario (Hayashi
et al., 2008).

En mamiferos se han identificado tres isoformas de dinamina. La
dinamina 1, que se localiza especificamente en el tejido neuronal (Scaife et al.,
1990), dinamina 2, que se expresa ubicuamente (Cook et al., 1994) y la

dinamina 3 que se expresa en el tejido testicular (Cao et al., 1998).

En células cromafines se expresan las isoformas 1y 2, y se asoci6 a
cada una de ellas con la regulacion de diferentes tipos de endocitosis. Artalejo
y colaboradores reportaron que la endocitosis rapida era dependiente del influjo
de Ca?*, hidrélisis de GTP y dinamina (Artalejo et al., 1995). Afios mas tarde

estos mismos autores profundizaron sus observaciones, y propusieron que la
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isoforma 1 de la dinamina se asociaba a la endocitosis rapida, mientras que la
isoforma 2, asi como la clatrina, se asociaban endocitosis con cinéticas lentas
(Artalejo et al., 2002).

La dinamina es una proteina compuesta por 5 dominios: un dominio
GTPasa N-terminal, un dominio intermedio, un dominio homdélogo a pleckstrina
(PH), un dominio efector de la GTPasa (GED) y un dominio C-terminal (PRD)
rico en prolinas y argininas (Ferguson et al., 2012; Ramachandran et al., 2007);
Figura 1.14). A continuacion se expondran las principales caracteristicas y/o

funciones asociadas a cada uno de estos dominios.

Dominio GTPasa N-terminal: en relacion a las proteinas pequefas que

unen GTP, la dinamina es una de las que presenta mayor actividad GTPasa
(Warnock et al., 1996). Respecto a ello, la isoforma 2 es aquella que tiene la
mayor actividad intrinseca, siendo de 3 a 10 veces mayor que la dinamina 1
(Warnock et al., 1997).

Dominio _Intermedio: basandose en experimentos de digestion

proteolitica, se propuso que el dominio intermedio de la dinamina se divide en
las porciones C-terminal y N-terminal (Warnock et al., 1996). La region N-
terminal de este dominio fue asociada al ensamblaje de mondémeros de
dinamina (Smirnova et al, 1999), identificandose inclusive aquellos
aminoacidos necesarios para la nucleacidn a gran escala en membranas
biolégicas (Ramachandran et al., 2007). En particular, el proceso de
polimerizacién alrededor del cuello de la vesiculas en formacion es
fundamental en la etapa final de la fision, catalizada por la dinamina (Ferguson
et al., 2012).

Dominio homoloqgo a pleckstrina (PH): este dominio favorece la unién de

la dinamina a fosfatidil inositoles, especificamente a P1(4,5)P, , permitiendo la
insercion de la dinamina en la membrana de la vesicula en formacion, la
activacién de la actividad GTPasa, y la finalizacién de la endocitosis (Ferguson
et al., 2012).

Dominio efector de la GTPasa (GED): el GED intaractiia con el dominio

GTPasa. Esta interaccion es necesaria para que el dominio GTPasa sea activo

(Muhlberg et al., 1997; Smirnova et al., 1999). En ese contexto, experimentos
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demostraron que el agregado aislado de GED a mondémeros de dinamina no
ensamblados estimularon la actividad GTPasa casi 50 veces por sobre su tasa
basal (Sever et al., 1999).
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Figura 1.14- Estructura molecular de la dinamina y mecanismo de fision de membrana. (A) Arriba:
Representacion lineal de la organizacion de los dominios de dinamina (los numeros indican la posicion
de los aminoacidos dentro de la secuencia primaria de la dinamina1). Las regiones que pertenecen a la
misma region plegada se representan en el mismo color. Abajo: estructura cristalina de un dimero de
dinamina (los colores coinciden con la representacion lineal). (B) Representacion esquematica de
dimeros y polimeros de dinamina helicoidales alrededor de un templado tubular en dos orientaciones
distintas (90° de rotacion). El codigo de color de los dominios coincide con los colores del panel (A). La
localizacion aproximada del sitio de unién a nucleétidos esta remarcado en amarillo. La polimerizacién de
la dinamina ocurre como resultado de la interaccion entre los “tallos” de mondmeros de dinamina
(interface 2) y entre los dimeros (interfase 1 y 3). La dimerizacion dependiente de GTP de los dominios G
entre los peldafios adyacentes de la hélice de dinamina (remarcado en amarillo, vista longitudinal de la
hélice) promueve el ensamblaje dependiente de la actividad GTPasa, resultando en la constriccion de la
membrana y por ultimo en la fisién. (C) Modelo propuesto para la hidrélisis dependiente de GTP que
genera un movimiento tipo palanca en el cuello de la dinamina respecto al dominio G. (D) Visién
esquematica de los pasos principales que llevan a la fision de membrana dependiente de dinamina. (E)
Imagenes de microscopia electrénica que muestran un polimero helicoidal de dinamina purificada que ha
conducido a la formacién de un tubulo desde un liposoma. Figura tomada y modificada de Ferguson y De
Camilli., 2012.
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Dominio rico en prolina (PRD): el dominio C-terminal de la dinamina es rico en

prolina y residuos basicos, y se caracteriza por su capacidad de unién a
proteinas que contienen el dominio SH3, entre ellas la anfifisina (Hinshaw,
2000). Esta interaccidon es necesaria para ocurra la endocitosis mediada por
clatrina, ya que es a través de ella que la dinamina se recluta a la vesicula en
formacion. En ese sentido, un estudio en donde se microinyectd el dominio
SH3 de anfifisina, o péptidos de dinamina que contenian el dominio de unién a
SH3, mostraron el bloqueo de la endocitosis e incrementaron la densidad de
revestimientos de clatrina en las terminales sinapticas (David et al., 1996). Por
otra parte, estudios desarrollados en células cromafines demostraron que la
unién del dominio PRD de dinamina a los dominios SH3 de las proteinas
anfifisina, encefalina, intersectina y a-adaptina estaban asociados a procesos
endociticos lentos dependientes de dinamina 2 y clatrina (Elhamdani et al.,
2006b).

1.7.5. LAENDOCITOSIS Y SU DEPENDENCIA CON LA ENTRADA DE CALCIO

Con la finalidad de garantizar la homeostasis de la membrana
plasmatica, el reciclado vesicular y la liberacion confiable de
neurotransmisores, las células recuperan la membrana vesicular fusionada
durante la exocitosis a través de diversos mecanismos de endocitosis. Uno de
los factores que regula dicho proceso es el Ca?*, aunque su rol ha sido muy

controvertido y discutido en la literatura.

En general, podriamos decir que la mayor parte de la literatura sostiene
que el Ca®" citosdlico acelera la endocitosis y el reciclado vesicular. Estudios
desarrollados en células cromafines demostraron que la endocitosis rapida en
exceso se modulaba positivamente por Ca?*, GTP y dinamina (Artalejo et al.,
1995). Del mismo modo, Engisch y Nowycky (1998) demostraron que la
endocitosis compensatoria se acelera con la entrada de Ca** por canales
(Engisch et al., 1998). Incluso Rosa y colaboradores (2011) describieron un
efecto relativo mayor de los canales de tipo L respecto a otros canales de Ca®
en acelerar la endocitosis (Rosa et al., 2011). Un efecto positivo del Ca** sobre

la endocitosis también se manifestdé en terminales nerviosas hipocampales, en
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donde se demostrd que la estimulacion a altas frecuencias de potenciales de
accion (un escenario en donde hay acumulaciéon de Ca®* residual) aceleraba
dicho proceso (Balaji et al., 2008). Esta incidencia del Ca?* también se report6
en otros modelos neurobioldgicos, tales como terminales nerviosas retinales,

célix de Held y células ciliadas del oido (Wu et al., 2014a).

Sin embargo, como se mencioné previamente, también existen
evidencias que contradecirian lo enunciado arriba, y que sugieren que la
presencia de Ca?* puede retardar la endocitosis y/o el reciclado. Por ejemplo,
en neuronas hipocampales se demostré que el reciclado vesicular se retardaba
cuando estas células se exponian a altas concentraciones de Ca** extracelular
(Leitz et al., 2011). En acuerdo con estas evidencias, se reportd que la dialisis
intracelular de Ca®*, en el orden de 0.5-1 pM, inhibia el desarrollo de la
endocitosis rapida en terminales nerviosas retinales del goldfish (von Gersdorff
etal., 1994).

El grupo de Ling Gang Wu, tratando de poner orden estas observaciones
aparentemente contradictorias, describié que bajo ciertas circunstancias el Ca®"
puede resultar excitatorio, y bajo otras, inhibitorio para la endocitosis. En base
a esto, propuso la hipétesis del yin y yang para el control de la endocitosis por
el Ca?*. Concretamente, este postulado sostiene que el retardo o aceleracion
de este proceso depende netamente de la dinamica intracelular del Ca?*:
mientras que el incremento global y sostenido de la concentracién de Ca®*
inhibe el desarrollo de la endocitosis, el aumento transitorio de la concentracion

de Ca** en micro/nanodominios facilita su desarrollo (Wu et al., 2014b)

Como ya se explicé previamente, en células cromafines se describio un
comportamiento bifasico de la endocitosis con la intensidad del estimulo. En
concreto, se observd que la frecuencia de PAs aplicados determinaba el
mecanismo de endocitosis operante (Cardenas et al., 2016). PAs aislados o a
frecuencias basales (un escenario en donde no hay acumulacion de
Ca? residual) promovieron una endocitosis muy rapida, independiente de
clatrina y calcineurina, pero dependiente de dinamina (Cardenas et al., 2016;
Chan et al., 2001, 2003b). Esta endocitosis rapida tendia a desaparecer

cuando la frecuencia del estimulo aumentaba, mientras se activaba una
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endocitosis dependiente de clatrina y calcineurina (Cardenas et al., 2016; Chan
et al., 2001, 2003b). En linea con estos resultados, un trabajo publicado por
Elhamandi y colaboradores demostro que el aumento de la concentracion
intracelular de Ca** (de 10 a 210 puM) retardaba la cinética de la endocitosis
rapida frente a la aplicacion de potenciales de accion a baja frecuencia
(Elhamdani et al., 2006a).

Finalmente, un estudio publicado por Zhang y colaboradores demostro la
presencia de una endocitosis rapida en neuronas del ganglio de la raiz dorsal
que se desarrollaba de manera independiente a la presencia de Ca*, que se
activaba en respuesta a altas frecuencias de estimulaciéon, y que era
dependiente de la activacion de la via de la proteina kinasa A (PKA) (Zhang et
al., 2004).

1.8 - EL IRP Y SU RELEVANCIA EN LA EXOCITOSIS ALTAMENTE
ACOPLADA

El marco conceptual y experimental de esta tesis doctoral se fundamenta en
parte en los antecedentes bibliograficos presentados, y por otro lado en
trabajos previos de nuestro laboratorio. En dichos trabajos se estudio la
magnitud, las cinéticas temporales de liberacidn y recuperacion, y las razones
estructurales y funcionales de la formacion de IRP, que como ya dijimos es un
pool vesicular altamente acoplado al estimulo. Es importante destacar que tales
evidencias (que se presentaran resumidamente en esta seccion) fueron muy
importantes para el planteo de objetivos, disefio de experimentos y discusion

final de los resultados de este trabajo de tesis.

1.8.1 - ESTIMACION DEL IRP

La exocitosis del IRP fue clasicamente estudiada midiendo los cambios de
capacitancia celular en respuesta a despolarizaciones breves (Horrigan et al.,
1994; Voets et al.,, 1999). En nuestro laboratorio, trabajando en células

cromafines de raton, demostramos que frente a la aplicacion de
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despolarizaciones cuadradas de duracién variable la exocitosis de IRP seguia
un comportamiento exponencial de primer orden, practicamente saturandose
con pulsos de 50 ms. Este comportamiento se interpreta como el resultado del
agotamiento del IRP, por lo que el valor de saturacion se utiliz6 como una
estimacion del tamafio de este pool, y el tiempo caracteristico 1t como una
medida de su cinética de liberacion (Horrigan et al., 1994; Marengo, 2005;
Voets et al.,, 1999). Bajo nuestras condiciones experimentales, el tamafio del
IRP resulté ser de 33 + 1 fF. Considerando que la capacitancia promedio de
una vesicula secretoria en células cromafines de ratén es de aproximadamente
1.3 fF (Moser et al., 1997), se puede calcular que IRP estaria conformado por
25 vesiculas secretorias (Alvarez et al., 2013). Esto coincide con la estimacion
de IRP que se obtuvo también en nuestro laboratorio a partir de un protocolo de
pulsos pareados de 10 ms separados por 300 ms (Voets et al., 1999), que
proveyé una cota minima para IRP de 3212 fF y una maxima de 41+3 fF
(Alvarez et al., 2008). Por otro lado, la constante t resultd ser de 15.7+0.8 ms
(Alvarez et al., 2013), un valor que se ubica entre los reportados por Horrigan y
Bookman (1994) en cromafines de rata y por Voets y colaboradores (1999) en
rodajas de adrenales de ratén (Horrigan et al., 1994; Voets et al., 1999). Es
importante destacar que la exocitosis de IRP es aproximadamente sincronica al
estimulo. Operativamente, de acuerdo a nuestra metodologia de analisis, esta
definicion significa que la exocitosis se completa durante el periodo abarcado
por el estimulo en si mismo (50 ms), mas los 60 ms posteriores, que no se
consideran en la medicién debido a la presencia de un artefacto capacitivo (ver

métodos).

1.8.2 - CINETICA DE RECUPERACION DEL IRP

La cinética de recuperacion del IRP luego de su depresién se estudio a
través de la aplicacion de un protocolo de pulsos pareados separados por
tiempos variables. En primer lugar, se deprimi6 el IRP mediante la aplicacion
de un pulso cuadrado despolarizante de 50 ms, y luego de un tiempo variable
(entre 2 y 40 segundos), se aplico un segundo pulso de las mismas

caracteristicas para medir la recuperacion de este pool (Figura 1.15 Ai). Las
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figuras 1.15 Aii y Aiii ilustran registros tipicos de la lca2” y los ACm obtenidos
por la aplicacibn de este protocolo a intervalos de 5 y 20 segundos,
respectivamente. Luego de 5 segundos, solo una pequena parte de la fraccion
de la ACm asociada al IRP fue recuperada, mientras que 20 segundos fueron

suficientes para recuperar casi completamente la exocitosis de este pool de

vesiculas.
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Figura 1.15.- Recuperacion del IRP luego de su depresion. (A) (i) Esquema del protocolo de
estimulacion. Con el objetivo de determinar la cinética de recuperacion del IRP, se aplicd un protocolo de
pulsos pareados de despolarizaciones de 50 ms (-80 mV a 10 mV) con intervalos de tiempo variable
entre ellos. (ii y iii) lca2+ (arriba) y cambios de capacitancia celular (abajo) obtenidos en experimentos
tipicos a intervalos de tiempo de 5 y 20 segundos, respectivamente. (B) La recuperacion relativa del IRP
luego de su depresion (expresada como ACmz/ACm+) donde ACm+1 y ACm; representan los cambios de
capacitancia inducidos por el primer y el segundo pulso despolarizante, respectivamente. Los puntos
experimentales se ajustaron a una funcién de la forma R = Ro + A (1-e'”1). El grafico en el recuadro
representa el promedio de los cambios de capacitancia inducidos por la primera despolarizacion del

protocolo de pulsos pareados descritos arriba (Figura tomada y modificada de Moya-Diaz et al., 2016).

La figura 1.15 B muestra los resultados promedios de estos
experimentos, donde se grafica la recuperacion relativa (R) del IRP, calculado
como el cambio de capacitancia inducida por el segundo pulso (ACmy) sobre
el cambio de capacitancia inducido por el primer pulso (ACm4). Los puntos

experimentales de la figura 1.15 B se ajustaron a una funcion de crecimiento
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monoexponencial, obteniendo un tiempo caracteristico T de 7.5 £ 1.1 segundos
y un intercepto a tiempo 0 de 0.22 + 0.05. Este t de recuperacién fue similar al
observado por Moser y Neher (1997) y por Smith y colaboradores (1998) en la
recuperaciéon del RRP (Moser et al., 1997; Smith et al., 1998). El valor
asintético de la curva no fue estadisticamente diferente de 1, lo que sugiere

que el IRP se recupera en su totalidad luego de ser liberado.

Si consideramos que la frecuencia basal de potenciales de accion en la
célula cromafin es de aproximadamente 0.5 Hz, el tiempo de recuperacién
estimado seria muy lento como para esperar una significativa participacion de
IRP en la exocitosis de vesiculas secretorias durante una estimulacion
sostenida. Segun la constante de tiempo estimada, la recuperacién completa
de IRP llevaria mas de 20 segundos, un periodo 10 veces mayoral tiempo entre

estimulos a una frecuencia de 0.5 Hz.

1.8.3 - CANALES DE CA%* ASOCIADOS AL IRP

Para explicar la alta eficiencia con la que la corriente de Ca?* dispara la
exocitosis de IRP en comparacion al resto de RRP, clasicamente se propuso
que existia una colocalizacion de las vesiculas secretorias que conforman este
pool con los canales de Ca** (Voets et al., 1999). Inicialmente la tendencia era
suponer que las vesiculas de RRP se distribuian azarosamente alrededor de
los canales, y que el IRP era la consecuencia de que una pequefa fraccion de
vesiculas se encontraba por azar cerca de los canales. Sin embargo las
discontinuidades observadas en la exocitosis de RRP frente a estimulos de
creciente intensidad sugerian que dicha distribucién no era al azar (Segura et
al., 2000). La hipdtesis alternativa asume una interaccién especifica entre
canales y vesiculas, lo cual abria la posibilidad de que un tipo de canal de Ca?
en particular se acoplara especificamente al IRP. En ese sentido, un trabajo
publicado por nuestro laboratorio establecié una relacion de acople funcional
entre el canal de Ca® tipo P/Q y el IRP (Alvarez et al., 2008). El grado acople
de los diferentes subtipos de CCDV con el IRP se estudido en primer lugar

mediante la aplicacion de bloqueantes especificos de esos canales. Los
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bloqueantes para canales de Ca®*" tipo P/Q, w-agatoxina IVA (Aga); para
canales tipo L, Nitrendipina (Nitre); y para canales tipo R, Snx - 482 (Snx),
redujeron significativamente la densidad de las lca2+ inducidas por un pulso de
50 ms en comparacién con el control (p<0,05), lo que no se observd con el
bloqueante del canal tipo N, w-conotoxina GVIA (Cono) (Figura 1.16 i). En
cambio, los resultados de medicion de capacitancia mostraron que la exocitosis
no estaba correlacionada con la modificacion observada en las corrientes. Por
ejemplo, mientras que el bloqueo de los canales tipo L no produjo cambios
significativos en el tamafo del IRP, aun cuando la corriente transportada por
esos canales disminuyé a un 50% respecto del control, el bloqueo de los
canales tipo P/Q provocé una inhibicion muy marcada de la liberacion de este

pool, alcanzando casi el 80% (p<0.001).
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Figura 1.16- Contribucion de los distintos tipos de canales de Ca®" a la liberacion del IRP. En esta
figura se muestran los valores medios (+/- error estandar) obtenidos a partir de los experimentos
realizados en presencia de las distintos bloqueantes de los canales de Ca** (L, P/Q, R y N) en
comparaciéon a los controles. En (i) las barras representan las densidades de corriente de Cca® en
condiciones control y en presencia de los bloqueantes especificos de los canales L (10 uM de
Nitrendipina, Nitre), N (2 yM w-conotoxina GVIIA, Cono), R (1 uyM de SNX-486, Snx) y P/Q (200 nM de
w-agatoxina-VIA, Aga). El bloqueo de los canales tipo L, R y P/Q generé una disminucion significativa de
la densidad de corriente (p<0.05), mientras que el bloqueante del canal N no modificé las corrientes. En
(ii) se muestra el efecto de los bloqueantes sobre el tamafo del IRP estimado por el protocolo de pulsos
pareados (2 despolarizaciones cuadradas de 10 ms separadas por 300 ms). Este protocolo permite
establecer una cota minima (Bmin) y una méxima (Bmax) para el tamafio de IRP (para detalles de como se
realiza esta estimacioén consultar Voets y col., (1999) y Alvarez y col., (2008)). Mientras que en presencia
de Nitre no se observaron cambios, y con Snx la liberacion del IRP se inhibi6 moderadamente, en
presencia de Aga el tamafio del IRP disminuyd muy marcadamente respecto del control (p<0.002).

Tomado y modificado de Alvarez et al., (2008).
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La aplicacion de SNX también inhibié el tamano de este pool
significativamente, pero en menor proporcion a la provocada por Aga (Figura
1.16 ii). Ademas, en dicho trabajo se mostré que la aplicacion de SNX en una
célula previamente tratada con Aga no era capaz modificar significativamente la
corriente de Ca®*, lo cual sugiere que al menos parte del efecto de SNX se
debe a una accioén cruzada con los canales P/Q. Esta accién cruzada ya se
habia descrito previamente (Arroyo et al., 2003). En resumen, estos resultados
mostraron que la liberacién de las vesiculas que conforman el IRP estan
principalmente acopladas con la entrada de Ca** por los canales de Ca®* tipo
P/Q (Alvarez et al., 2008).

Para corroborar la participacion de los canales de Ca** tipo P/Q en la
exocitosis del IRP, se utilizaron animales KO de la subunidad a4 (subunidad
funcional del canal de Ca** tipo P/Q). En los diagramas de barras de la figura
1.17 se grafican los valores promedios (z error estandar) de las densidades de
corriente, y de las cotas minimas y maximas (Bmin Y Bmax, respectivamente) del
tamafo del IRP, en el animal KO y en ratones WT.
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Figura 1.17- En esta figura se muestran los promedios (+/- error estandar) obtenidos a partir de
experimentos realizados con ratones KO para la subunidad aia y ratones WT.(A) Las barras
representan las densidades de corriente. La densidad de la Ics2+ fue levemente inferior en el modelo KO
respecto al control (p<0.05). (B) Las barras representan el tamafio del IRP estimado por el protocolo de
pulsos pareados. La exocitosis del IRP resulté marcadamente inferior en los KO (p<0.001). Tomado y
modificado de Alvarez et al., (2008).

Aunque las densidades de corriente en el raton KO fueron levemente
inferiores a las medidas en WT (p<0.05), esta diferencia no se condice con la

abrupta disminucion de la exocitosis del IRP en el animal KO. Estos datos
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estan en linea con los resultados de la figura 1.16, y demuestran que la
liberacion del IRP sufre una notable disminucion ante la ausencia del canal
P/Q.

Otro dato llamativo que surgié de ese estudio, fue que pese a que una
aplicacién simultdnea de Aga y Nitre inhibia completamente lca2+, una
exocitosis residual de aproximadamente 5 fF aln persistia en esas
condiciones. Estos resultados sugieren que una pequefia fraccion de IRP
podria deberse a un mecanismo independiente de la entrada de Ca*" por

canales. Este es uno de los puntos que se estudiaran en la presente tesis.

1.8.4 - EL ACOPLE DE IRP CON LOS CANALES DE CA%* TIPO P/Q ES
DEPENDIENTE DE SYNPRINT

Ha sido demostrado en neuronas que la secuencia aminoacidica
intracelular synprint, presente en las subunidades a4 de los canales de Ca®*
tipo P/Q y N, es fundamental para la interacciéon molecular entre estos canales
con las proteinas de la maquinaria exocitotica (Catterall, 1999). Un trabajo
previo de nuestro laboratorio (Alvarez et al., 2013) demostro, en ceélulas
cromafines de raton, que las vesiculas del IRP se acoplan funcionalmente con
los canales de Ca** tipo P/Q en forma synprint dependiente. En la figura 1.18 A
se muestran ejemplos representativos de mediciones de capacitancia y lcao+
obtenidas en respuesta a un protocolo de pulsos pareados para estimar cotas
minimas y maximas de IRP (Voets et al., 1999), tanto en células controles no
transfectadas (Syn) como en células transfectadas con el péptido synprint
(Syn™). En estos ejemplos se observa una clara inhibicion de la exocitosis del
IRP en Syn® en comparacion con el Syn™. En la figura 1.18 B se muestra un
resumen de estos experimentos, donde también se muestra que un control,
obtenido por la transfeccion de la proteina enhaced green fluorescence protein
(eGFP) no mostré efectos respecto a Syn”. Estos datos sugieren que el acople
funcional entre los canales de Ca?* tipo P/Q y las vesiculas del IRP es
interferido por la expresion del péptido synprint libre exdgeno, lo que en

consecuencia inhibe la liberacion del IRP. En coherencia con esta
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interpretacion, el uso del bloqueante especifico del canal de Ca** de tipo P/Q
Aga en las células Syn” (Syn” + Aga) no modifico la exocitosis residual del IRP
medida en las células Syn® (Figura 1.18 B). Estos resultados indican que la
interaccidon canal-vesicula via synprint es esencial para el establecimiento del

acople del IRP con el canal de Ca** tipo P/Q.
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Figura 1.18- Efecto de péptido synprint exégeno sobre la liberacion del IRP. (A) Ejemplos de
trazados de capacitancia y lca2+frente al protocolo de doble pulso de 10 ms (300 ms de intervalo) en (i)
Syn’y (ii) Syn*.(B) (i) Densidades de |ca2+ obtenidas en tratamientos Syn-, EGFP, Syn+ y en células Syn+
tratadas con 200 nm de w-agatoxina IVA. (ii) Estimaciones promedios de las cotas Bmin ¥ Bmax para el
IRP, obtenidas en respuesta a la aplicacién de un doble pulso de 10 ms bajo las mismas condiciones que
las mencionadas en (i). En estos experimentos se observé que mientras Syn-, EGFP y Syn+ tuvieron
Ica2+ similares, la exocitosis del IRP en Syn+ disminuyé drasticamente respecto a los otros dos grupos

experimentales. Tomado y modificado de Alvarez et al., 2013.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En el contexto del estudio de la exocitosis altamente acoplada al
estimulo, partimos de las siguientes hipétesis, y nos proponemos los siguientes

objetivos.

2.1. HIPOTESIS

Pregunta 1. ¢Es el IRP responsable del mantenimiento de la exocitosis

durante la estimulacion con PAs aplicados a frecuencias fisiolégicas?

Hipétesis 1: Cuando se aplican PAs aislados o a bajas frecuencias, se
espera que los gradientes de Ca®* sean restringidos, y la acumulacién de Ca**
residual despreciable. Por lo tanto se espera que se secreten unicamente
vesiculas proximas a los CCDV, lo que responderia a las caracteristicas de
IRP. Por otro lado, durante la estimulacién repetitiva con PAs, dichas vesiculas
deberian reciclarse a una velocidad acorde a la frecuencia aplicada, de modo
de mantener la exocitosis. Sin embargo, la recuperacion de IRP es muy lenta,
por lo que suponemos que deberia existir un proceso rapido de recuperacion
que opere ante estimulos de las caracteristicas de los PAs. Contabamos con
resultados preliminares que indicaban que un estimulo en forma de PA libera
un pequefio grupo de vesiculas, que es recuperable a una velocidad mayor que
IRP total. Por lo tanto, proponemos la existencia de un mecanismo de reciclado
vesicular rapido que pueda resultar eficiente para mantener la exocitosis a

bajas frecuencias de PAs.

Pregunta 2 . ;Qué mecanismo/s opera/n durante la recuperacion de la

exocitosis luego de un PA?
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Hipotesis 2:

La recuperacion de la exocitosis inducida por PA podria ser dependiente
de la movilizacién de vesiculas desde pools rio arriba. Este tipo de mecanismo
se ha planteado clasicamente para explicar la recuperacion de otros pools
vesiculares, como el RRP (Voets et al., 1999). Sin embargo debemos
considerar que estos mecanismos son en general dependientes de una
concentracién de Ca®* citosdlico moderadamente elevada, y que se sostiene en

el tiempo luego del estimulo (Heinemann et al., 1993; Voets et al., 1999).

Un mecanismo alternativo, pero no excluyente respecto del anterior, y
que podria explicar la recuperacion rapida de la exocitosis asociada a PA, es
un reciclado local, como el que ocurre durante el kiss and run. Esta hipétesis se
basa en parte en resultados del grupo de Corey Smith (Fulop et al., 2005),
quienes a partir de experimentos de amperometria propusieron que frente a
PAs aplicados a 0.5 Hz el modo de fusién preponderante seria el kiss and run.
Esto implicaria que una endocitosis rapida, acoplada a la exocitosis previa,

estuviese directamente implicada en el proceso de recuperacion vesicular.

Pregunta 3. En experimentos preliminares de nuestro laboratorio, se
observé que aproximadamente el 25% de IRP y el 50% de la exocitosis
disparada por un estimulo en forma de potencial de accién eran independientes
de la lca2+. Esta sorprendente observaciéon sugeria que otra fuente de Ca?*, tal
vez intracelular, u otro mecanismo alternativo, pudiese ser el responsable de
esta fraccion exocitica. Es probable que ante estimulos moderadamente fuertes
esta fraccion sea despreciable. Pero es importante remarcar que al representar
practicamente la mitad de la exocitosis asociada a un PA, es probable que
tome relevancia frente al disparo de PAs a frecuencias fisioldégicas basales.
Partiendo de estos conocimientos previos, consideramos dos hipdtesis

alternativas:
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Hipotesis 3 a

La exocitosis independiente de Ica2+ depende de la liberacién de Ca®*
desde reservorios intracelulares. Se ha propuesto la presencia de cisternas del
reticulo endoplasmico que se localizan cerca de la membrana plasmatica, y
podrian ser relevantes en la exocitosis de vesiculas secretorias (Garcia-
Sancho, 2014). Por otro lado, sabemos que las mismas vesiculas secretorias
acumulan grandes cantidades de Ca®* en su lumen, y que dicho Ca*" puede
liberarse por mecanismos similares a los del reticulo endoplasmico (Borges et
al., 2012).

Hipodtesis 3 b

La exocitosis independiente de lca2+ depende de un mecanismo
alternativo a la neurosecrecion Ca?*-dependiente. Se han propuesto en otros
sistemas, mecanismos de secrecion y neurotransmisién dependientes de
potencial, e independientes de la corriente de Ca* (Hochner et al., 1989; Zhang
et al., 2002). Este tipo de mecanismos, alternativos al clasico dependiente de
calcio, han sido poco estudiados, y no gozan de una aceptacion generalizada.
Sin embargo, nos plateamos el desafio de investigar esta posibilidad, y nos
preguntamos si un mecanismo de exocitosis voltaje dependiente podria operar

en células cromafines.

2.2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:
> Estudiar los mecanismos asociados a la exocitosis vesicular altamente

acoplada al estimulo, su recuperacién, y su mantenimiento en respuesta

a la estimulacion con potenciales de accion a bajas frecuencias.
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OBUJETIVOS PARTICULARES:

» Completar la caracterizacion de la cinética de recuperacion de la
exocitosis en respuesta a un estimulo que simula un potencial de accion
individual (PAsim).

» Estudiar el mantenimiento de la exocitosis frente a la aplicacion de
trenes de PAsm en el rango de frecuencias fisiolégicas. Analizar si la
cinética de recuperacion obtenida en el punto anterior se corresponde

con lo observado experimentalmente en esta etapa del estudio.

» ldentificar los mecanismos involucrados en la recuperacion de la
exocitosis en respuesta a la estimulacion con potenciales de accion, y su
implicancia en el mantenimiento de la exocitosis en el rango de
frecuencias fisiolégicas. De acuerdo a las hipdtesis planteadas
previamente, nos propusimos analizar la dependencia de la recuperacion
con (a) los pooles vesiculares ubicados rio arriba de IRP, y (b) la

endocitosis.

» Caracterizar los mecanismos subyacentes a la neurosecrecion
independiente de Ca®*. Este punto incluye se analizar tanto la posibilidad
de que esta exocitosis dependa de fuentes intracelulares de Ca**, como

de un mecanismo Ca®* independiente.

» Como mecanismo independiente de Ca?*, analizaremos particularmente
la posibilidad de que las células cromafines presenten un mecanismo de
exocitosis dependiente de voltaje, del tipo previamente propuesto para

células del ganglio de la raiz dorsal (Zhang et al., 2002).

» Investigar qué tipo de sensores moleculares podrian estar asociados a la
exocitosis independiente de Ca®*. Si se tratara de un mecanismo
dependiente de voltaje, evaluar la posibilidad de que los mismos canales

de Ca?* actlien como sensores de voltaje.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 CULTIVO Y TRANSFECCION DE CELULAS CROMAFINES

Para la preparacion de cada cultivo primario de células cromafines se
extrajeron las glandulas adrenales de 1-2 ratones de cepa sv129 de edades
entre 13 y 20 dias. En este preparado, la principal dificultad se relaciona con la
pequefa cantidad de tejido disponible en la médula adrenal. Por esta razon, 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.

3.1.1 SOLUCIONES DE CULTIVO Y TRANSFECCION

Hanks (en mg/ml): 0,4 KCI, 0,06 KH,PO4, 8 NaCl, 0,35 Na,COs3;, 0,09
NayHPO,4, suplementada con 3 pl/ml de penicilina /estreptomicina y 1 mg/mi
de glucosa.

Medio de cultivo DMEM suplementado: medio Eagle modificado de
Dulbecco (DMEM) baja glucosa suplementado con 5% de suero fetal bovino, 5
pI/ml de penicilina/estreptomicina, 1.3 upl/ml de gentamicina, 1mg/ml de

seroalbumina bovina, 10 uM de citosina-1-B-D-arabinofuranésido.

Medio de cultivo OPTIMEM: Medio de cultivo reducido en suero
modificado de medio Eagle, con HEPES vy bicarbonato de sodio y

suplementado con 2.4 g/l L-glutamina y factores de crecimiento.

3.1.2 PROCEDIMIENTO PARA EL CULTIVO

Los animales fueron anestesiados con una sobredosis de avertina
(0.5ml) administrada en forma intraabdominal. Una vez que se accedid a las
cavidades peritoneal y toracica utilizando material quirdargico adecuado, se
realizd un corte en la vena cava inferior y se perfundié al animal lentamente

desde el ventriculo izquierdo con 10 ml de soluciéon de Hanks previamente
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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 critico en el resultado del cultivo,
ya que si la remocion de la corteza no es total se observa una disminucién en
la proporcién 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 minutos a 37°C.

Figura 3.1- Imagen DIC de células cromafines en cultivo tomadas con un objetivo 40X. Las células
cromafines pueden distinguirse faciimente de los fibroblastos, eventualmente presentes en el cultivo,
debido a su forma esférica, a su tamafio, a la presencia de un nucleo que ocupa un volumen importante
de la célula, y a su apariencia granulada caracteristica. El diametro promedio aproximado de estas

células es de 10 pm.

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 pl de medio de cultivo DMEM suplementado, las médulas
fueron disgregadas con una micropipeta de volumen 200 pl, y se las suspendio
en un volumen final de 600 ul de DMEM suplementado. Esta suspensién fue

filtrada secuencialmente a través de mallas con poros de 200 y 50 um para
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remover agregados celulares y remanentes de tejido no disgregado.
Finalmente, las células fueron plagueadas sobre cubreobjetos cortados en
cuartos previamente polilisinados (aproximadamente 40 ul de suspension
celular por cubreobjeto) y colocados de a pares en cajas de petri de 35 mm.
Luego de incubar por 45 minutos en estufa a 37 °C con una atmdsfera de 95%
Oz - 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 horas. Estas
células fueron utilizadas para las mediciones hasta 48 horas después. En la
figura 3.1 se observan fotos tomadas de un cultivo tipico de células cromafines

de ratén realizado en nuestro laboratorio.

3.1.3 PROCEDIMIENTO PARA LA TRANSFECCION

Para la transfeccién del plasmido synprint-pIRES2-EGFP o del pIRES2-
eGFP (Clontech Laboratories, Takara Bio, USA) se utilizé lipofectamina 2000.
El procedimiento de transfeccion 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 preparé una suspension que consta de 10 ul de
lipofectamina y 250 ul de OPTIMEM, y se la dejé incubar durante 7 minutos.
Mientras tanto se prepard otra suspension con 1 ug de plasmido y 250 ul de
OPTIMEM. Cumplidos los 7 minutos se mezclaron ambas. Esta nueva
suspension necesitd de aproximadamente 20 minutos de incubacién para que
sea posible la formacion del complejo. Pasado este tiempo, se procedidé a
reemplazar el medio DMEM que bafa las células por 1.5 ml de medio
OPTIMEM en cada placa. Luego, se agrego el complejo lipofectamina —
plasmido gota a gota sobre cada cubreobjeto, y se volvid a colocar en la estufa
a 37°C (O, 95% - CO2 5%) durante tres horas. Al terminar este tiempo se retird
el medio con el complejo y se repuso el medio DMEM, finalizando la
transfeccion. Los tiempos de incubacion para la formacion del complejo y de la
transfeccion fueron fijados de forma tal de maximizar el numero de células
transfectadas. En la figura 3.2 se muestran ejemplos representativos de células

transfectadas con e GFP-synprint.
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Figura 3.2- Imagenesde células cromafines transfectadas con EGFP-synprint en cultivo. Imagenes
tomadas con el microscopio confocal FLUOVIEW-300 con un objetivo de 40X.

3.2 TECNICAS ELECTROFISIOLOGICAS

3.2.1 GENERALIDADES

El método de voltage clamp nos permite controlar el potencial de
membrana y medir las corrientes que pasan por los canales ionicos (Hodgkin y
Huxley, 1952). La aplicacion de esta técnica, implica la introduccién 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 et al., 1976),
y conocida como patch clamp en configuracion whole cell es hoy en dia la
técnica mas elegida para trabajar con la mayoria de los tipos celulares
(especialmente células pequenas). Si bien existen distintas configuraciones de
la técnica de patch clamp, 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 las fugas de corriente y el ruido eléctrico presente en
la medicidon. El microelectrodo queda conformado por el conjunto de la
micropipeta, que se llena con una solucién 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 presidon negativa hasta
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alcanzar una resistencia mayor a 1 gQ, a lo que se le denomina gigasello. A la
configuracion obtenida una vez formado el gigasello entre la pipeta y la
membrana, se la denominada cell attached (Figura 3.3 A). Pero la
configuracion que se aplicd principalmente en este trabajo de tesis es la
llamada whole cell. Esta configuracion puede utilizarse para medir, a un nivel
celular global, las corrientes y los cambios de capacitancia de la membrana
celular, o los cambios de potencial de membrana. Para llegar a esta
configuracion, una vez obtenida la configuracion cell attached se lleva a la
membrana al potencial de holding, en nuestro caso de -80 mV, y se succiona
hasta romper la seccibn de membrana dentro de la pipeta (Figura 3.3B).
Cuando dicha seccién de membrana se rompe, el electrodo forma un circuito
continuo con el interior de la célula (Figura 3.4A). En la configuracién whole cell
la solucion incluida en la pipeta (solucidn interna) ingresa al interior de la célula,
reemplazando la solucién citosdlica. Debido a ello, esta solucion 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 bano en el que se

encuentra la célula, que se conecta a tierra.

T4 B

Electrodo

Electrodo

Pipeta Pipeta

Canal
« i6nico

Canal

~ ionico

Solucién _ |

externa ral I
Membrana Membrana
celular celular

Figura 3.3- Esquema de la formacién del gigasello y del establecimiento del modo whole cell . (A)
La pipeta se apoya sobre la superficie de la membrana y con presién negativa se forma el gigasello
(configuracion cell attached). (B) Una vez que se rompe la pequefia seccion de la membrana contenida
dentro de la punta de la pipeta, se consigue llegar a la configuracion whole cell.
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Si se fija una diferencia de potencial suficientemente negativa (en este
trabajo, —80 mV) entre los medios extracelulares e intracelulares (Vintra-Vextra),
la membrana estara en condiciones similares al reposo, no habiendo flujo neto
de iones. Pero si se imponen potenciales mas positivos, que superen ciertos

valores umbrales, se activaran canales dependientes del voltaje.

3.2.2 CIRCUITO EQUIVALENTE DE LA CELULA Y MEDICION DE
CAPACITANCIA CELULAR

Utilizando la técnica de patch clamp en modo voltage clamp, ademas de
las corrientes idnicas que atraviesan la membrana pueden medirse otros
parametros eléctricos, como la capacitancia. Los cambios de capacitancia de
membrana celular estan directamente relacionados con las actividades
exociticas y endociticas de la célula. La resolucion que tiene esta técnica
puede llegar al orden del femtofaradio (107" F) en condiciones experimentales
Optimas, permitiendo detectar la fusién de vesiculas aisladas. Ademas, posee
una resolucion temporal del orden de milisegundos. La desventaja de esta
técnica es que mide el cambio total de superficie celular, el que puede resultar
de un proceso de exocitosis, de endocitosis o de ambos combinados si
ocurriesen simultaneamente. En este ultimo 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 s) que la exocitosis
(pocos milisegundos), con lo cual para estimulos breves la exocitosis y la

endocitosis pueden ser separadas cinéticamente (Bert Sakmann, 1995).

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 pequenas 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 capacitancia C,. En este

modelo, se supone que la capacidad de la pipeta ha sido completamente
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compensada (Figura 3.4 B). La R, estd asociada con las resistencias que
ofrecen los canales idnicos, y su valor esta determinado por el estado de
actividad de los mismos, siendo su valor en reposo del orden de 1GQ. La
capacitancia de la membrana plasmatica, C,,, es aproximadamente 1uF/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 capacitancia total
suele estar entre 4-10 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. Bajo este
modelo, la corriente de membrana (I,) tiene una parte idnica (lign) Yy una

capacitiva (Ecuacién 3.1).

Im:|i0n+cmdiv (31)
dt

Donde “I;,"es la corriente que circula por la membrana., “V” es el potencial
aplicado, “Cm” es la capacitancia de la membrana e “li,” es la corriente

idnica.

Figura 3.4- (A) Circuito equivalente para una célula de forma esférica bajo configuracién whole cell. Este
modelo tiene en cuenta la capacitancia celular de la membrana Cn,, la resistencia de los canales iénicos
Rm, y la resistencia de acceso Ra. Vp es el voltaje entre la pipeta y el bafio (conectado a tierra) e I, es la
corriente que circula por el electrodo. (B) Esquema del modelo simplificado que se utiliza para calcular la

capacitancia.
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En condiciones de voltage clamp, si el potencial de membrana se
mantiene constante, como ocurre durante el holding, el segundo término de la
la ecuacion 3.1 se anula, y por lo tanto la corriente medida es solamente ionica.
En cambio si se modifica el potencial, el término correspondiente a la corriente
capacitiva se vuelve diferente de 0. Como un ejemplo sencillo, la aplicacién de
un escalon de potencial generara un transitorio de corriente capacitiva de muy

corta duracion.

A consecuencia de todo esto, para medir la capacitancia de forma
continua es necesario modificar el voltaje durante el holding, pero evitando la
activacion de los canales voltaje dependientes. Una solucion muy utilizada es
aplicar una funcién sinusoidal de voltaje centrada en el potencial de holding
utilizado. Estos cambios sinusoidales en el potencial eléctrico aplicado,

generan corrientes capacitivas continuas (| :Cm(jj—\:) que son funcion de la

capacitancia de la membrana, la cual es a su vez proporcional a la superficie
de la membrana celular. Por medio de un amplificador de tipo lock in o un
software que cumple esa funcion, se pueden separar los componentes
capacitivos de los idnicos en la admitancia de la membrana, a partir de lo cual
puede calcularse la capacitancia. La aplicacion de este voltaje sinusoidal es
suspendida durante el estimulo aplicado. Asi, es posible registrar el valor de la

capacitancia de membrana antes y después de un determinado estimulo.

Por lo explicado arriba, la configuracion whole cell permite cuantificar la
exocitosis que se produce en cualquier punto de la membrana celular a través
de la medicion de la capacitancia de membrana. A medida que se estimula a la
célula con pulsos despolarizantes que provocan la activacion de corrientes de
Ca?*, se pueden observar aumentos en la capacitancia de la membrana celular
como consecuencia de la fusion de vesiculas con la membrana plasmatica
(Figura 3.5) (Neher et al., 1982). Conociendo el valor promedio de capacitancia
de una vesicula unica (Moser et al., 1997), se puede calcular aproximadamente

el numero de vesiculas fusionadas.
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Capacitancia celular
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Figura 3.5- Un modo de cuantificar la exocitosis es a través de la medicion de la capacitancia
celular. A medida que se estimula a la célula con pulsos despolarizantes se observa un aumento en la
capacitancia celular como consecuencia de la fusién de las vesiculas con la membrana plasmatica. En

las células cromafines se estimé que el tamafio de una vesicula es de 1,3 fF (Moser et al., 1997).

Suponiendo la validez del circuito equivalentede la célula que se muestra
en la figura 3.4 B, se pueden estimar los valores de la capacitancia y la
resistencia de la membrana. Para ello se desarrollaron métodos que aseguran
una buena resolucion en la medicion de la capacitancia celular que es la que
nos permite estudiar el proceso de exocitosis. El método mas utilizado, emplea
una onda sinusoidal de frecuencia w. sumada al potencial de holding. A partir
de la corriente sinusoidal resultante, y utilizando un detector de fase (lockin
amplifier, que puede ser en hardware o software), es posible aislar el
componente imaginario de la admitancia, el cual esta 90° fuera de fase
respecto del estimulo y es una medida de la capacitancia. Actualmente se
utilizan mucho mas los algoritmos en forma de software incorporados en
programas de adquisicion de datos. En nuestro programa patchmaster, el
método que utilizamos en el laboratorios es el Seno+DC, desarrollado por
Manfred Lindau y Erwin Neher (Bert Sakmann, 1995)

78



Materiales y Métodos

Es importante remarcar que la estimacion de la capacitancia se
indetermina frente a la activacion de corrientes no lineales significativas. Por lo
tanto, este analisis no es valido durante una despolarizacion que activa a los
canales iénicos dependientes de voltaje. Esto implica que se obtienen registros
de capacitancia previamente y posteriormente, pero no durante la
despolarizacion. Es importante, por lo tanto, trabajar a un potencial de holding
suficientemente polarizado como para que, una vez sumada la sinusoide, no se
alcance el umbral de activacion de dichos canales. En nuestro caso particular,
los canales de Na® estan bloqueados con TTX y los de K" por reemplazo con

Cs”, asi que lo relevante es no alcanzar el umbral de los CCDV.

3.2.3 DISPOSITIVO DE PATCH CLAMP

El dispositivo experimental utilizado, esta formado por un microscopio
OLYMPUS 1X71, que es el sistema Optico que permite la visualizacion del
preparado; un sistema de micromanipuladores motorizados en tres
dimensiones, Sutter Instruments, modelo MP-225, que es mecanicamente
estable y permite manipular la posicién del microelectrodo respecto de la
célula; un sistema de micromanipuladores mecanicos manuales en tres ejes,
Narishige, Scientific instruments, modelo MX-4L, para los experimentos de
amperometria; un amplificador y sistema conversor A/D-D/A de patch clamp
EPC10 double-patch (Heka Elektronik), que permite controlar el voltaje
aplicado, medir y adquirir las corrientes, y los cambios de capacitancia durante
los experimentos, como también adquirir y digitalizar sefiales amperométricas;
una jaula de Faraday; y una mesa antivibratoria casera. El software utilizado,
patchmaster (Heka Elektronik), controla al amplificador, y ademas permite
seleccionar el método para calcular la capacitancia, disefar protocolos de
pulsos para la estimulacion, seleccionar la frecuencia de adquisicidon, y
visualizar y realizar un primer analisis tanto de las corrientes generadas como

de los cambios de capacitancia que se producen.
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Mipromanipulador
Aitribriositelia

Figura 3.6- Dispositivo experimental de patch clamp utilizado para realizar registros de capacitancia y

amperometria.

3.2.4 PREPARACION DE MICROPIPETAS

Para construir los microelectrodos de patch clamp se utilizaron capilares
de borosilicato de paredes anchas (1,5 mm diametro externo x 0,86 mm
diametro interno; Sutter Instrument). Las 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 y la resistencia adecuada. Los valores de resistencia que se
utilizaron fueron entre 3 y 5 MQ. Luego se les pulié la punta en una microforja,
sometiéndolas al calor de una resistencia durante unos segundos (modelo FM-
900, NARISHIGE). Esta accion permitié la obtencion de sellos de muy buena

calidad, con valores entre que estuvieron en el rango de 2 a 10 GQ.

Una fuente de ruido en este tipo de experimentos se genera a partir de
corrientes capacitivas parasitas variables, asociadas a la interaccion entre las
paredes del electrodo con la solucién externa, la cual trepa por capilaridad.
Este efecto, puede ser reducido aumentando el ancho de la pared de la pipeta,
y sobre todo si se usa para esto un material hidrofébico que redece la

adsorcion agua-vidrio. Para ello cubrimos la punta de las micropipetas con cera
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odontologica dura, desde unos 10-20 um del extremo por una longitud

aproximada de 0.5 cm.

3.2.5 SOLUCIONES PARA EXPERIMENTOS ELECTROFISIOLOGICOS

Una vez establecida la configuracion whole cell, la solucion introducida
en la micropipeta (llamada normalmente solucién interna) difundira al citosol.
Por lo tanto, se intenta que esta solucion tenga aproximadamente una
composicién ionica similar a la citosdlica, pero considerando algunas
modificaciones necesarias para medir las corrientes deseadas (ver Tabla 3.1).
Ademas, se debe mantener aproximadamente el pH y, la osmolaridad del
citosol, y la célula necesita ser provista de ATP. Los aniones citosdlicos
solubles no permeables en la membrana (por ejemplo proteinas solubles) son
reemplazados por un anién también no soluble, en nuestro caso D-Glutamato.
La capacidad buffer de pH del citosol es provista por Hepes, y la de Ca®* por
EGTA.

La solucion externa también debe contener aproximadamente las

concentraciones fisioldgicas del liquido extracelular (Tabla 3.1).

Solucién interna Concentracion Solucién externa Concentracién
Hepes, pH 7.2 23 Mm Hepes, pH 7.2 20 mM
Cs-Glut 95 mM Glucosa 30 mM
CsCl 30 mM CaCl 5 mM
NaCl 8 mM NaCl 120 mM
MgCl, 1 mM MgClI2 4 mM
Cs-EGTA 0,5 mM TTX 1 uM
Mg-ATP 2mM
GTP-Li 0,3 mM

Tabla 3.1: Soluciones utilizadas para losexperimentos electrofisiolégicos en modo voltage clamp, donde
se midieron corrientes de Ca®* y cambios de capacitancia. En las dos primeras columnas se detallan los
componentes y las concentraciones de la solucion interna. Esta solucion se introduce en la micropipeta, y
una vez que se llega a la configuraciéon whole cell la misma difunde al citosol. Por esta razén, sus
componentes deben simular los componentes fisioldgicos celulares. En las dos ultimas columnas se

presentan los componentes y la concentracion final de la solucion en la que se bafian las células.
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Dado que para los objetivos de esta tesis fue necesario medir la
corrientes de Ca®*, para todos los experimentos realizados en modo voltage
clamp se debié bloquear las corrientes voltaje dependientes de K™ y Na*. Para
eliminar las corrientes de K se reemplazo el K por Cs®, manteniendo la
osmolaridad y la fuerza i6nica. Como los canales son selectivos para el i6n K7,
no habra corrientes asociadas a estos canales. Para bloquear las corrientes de

Na® se us6 tetrodotoxina (TTX) en la solucion extracelular.

Los componentes presentados en la tabla 3.1, se utilizaron en la mayoria
de los experimentos presentados en la primera mitad de esta tesis, salvo
pequefas modificaciones que se mencionaran oportunamente, por lo que
llamaremos a estas soluciones como soluciones estandar. Vale la pena
mencionar que se realizaron algunas series experimentales reduciendo la
concentracion de Ca?* extracelular a 1.8 mM y la concentracion intracelular de
EGTA a 0.07 mM. En la segunda mitad de la tesis (experimentos en solucién
libre de Ca**) se agregé 1mM de EGTA de modo de reducir el Ca?* libre a

valores cercanos a cero.

También se realizaron algunos experimentos en configuracion current
clamp, con el objetivo de obtener potenciales de accion nativos en las células

cromafines. Para estos ensayos las soluciones que se utilizaron fueron las

siguientes:
Solucién interna Concentracion Soluciéon externa Concentracion
Hepes ,pH 7.2 20 mM Hepes ,pH 7.2 10 mM
NaCl 8 mM NaCl 137 mM
KCI 135 mM KCI 2.5 mM
EGTA 5 mM CaCls, 2 mM
MgCl, 2mM MgCl, 1 mM
Mg-ATP 2mM Glucosa 10 mM
GTP-Li 0,3 mM

Tabla 3.2: Soluciones utilizadas para losexperimentos electrofisiolégicos en modo current clamp.
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3.2.6 PROTOCOLOS DE ESTIMULACION UTILIZADOS PARA EL REGISTRO
DE LA EXOCITOSIS

Luego de alcanzar la configuracion de whole cell, se aplico a las células
un potencial de holding de -80 mV, el cual es suficiente para evitar la activacion
de los CCDV por la sinusoide (ver mas adelante). Las mediciones se iniciaron
aproximadamente 30 segundos después de haber alcanzado esta
configuracion. Los protocolos para medir la capacitancia celular (Cm) se basan
entonces en la aplicacion del potencial de holding, sumado a una sinusoidal de
frecuencia 800 Hz y amplitud + 30 mV. Se llegd a esta combinacion luego de
analizar diferentes combinatorias, de modo de reducir el ruido de la medicién.
La frecuencia mencionada permite, dado que por cada de ciclo de la sinusoide
si obtiene una estimacién de la capacitancia, una resolucién de un punto cada
1.25 milisegundos en el registro de capacitancia. Sobre este patron, se agrega
una cierta secuencia de despolarizaciones para activar a los canales de Ca?’, y
en consecuencia disparar la exocitosis. En esta tesis se aplicaron tanto pulsos
cuadrados como despolarizaciones que simulan potenciales de accion, tanto

individuales como en tren.

Pulso cuadrado +10 mVv
despolarizante

™~

J

10 ms

V

Sinusoidal

-80 mv

Figura 3.7 - En la figura se esquematiza el patrén de voltaje aplicado para el registro de las corrientes de
ca®' y de la exocitosis durante un pulso despolarizante cuadrado. La exocitosis se midi6 como la
diferencia entre los valores de capacitancia posteriores y previos al pulso. La onda sinusoidal permite la
medicion de la capacitancia celular, y el pulso despolarizante genera la apertura de los canales de ca”,
que en consecuencia permiten la entrada de Ca? que induce la exocitosis. A lo largo de esta tesis, se
aplicaron pulsos cuadrados de diferentes duraciones, las cuales seran especificadas en las secciones

correspondientes de resultados.
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En todos los protocolos, la sinusoide se suspendié durante el pulso, y
ademas 10 ms antes y 10 ms después de la aplicacion de las
despolarizaciones, para facilitar la definicion de la linea de base de las
corrientes idnicas. Los pulsos cuadrados se aplicaron 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 3.7 se muestra un esquema
del patron de voltaje que se aplica para medir las corrientes de Ca* y la

capacitancia en respuesta a un pulso cuadrado.

El estimulo que simula un potencial de accion (PAsm) esta formado por
una rampa que parte del potencial de holding de -80 mV, y llega hasta un
potencial de +50 mV en 2.5 milisegundos, y luego vuelve al potencial de

holding en el mismo tiempo (Figura 3.8).

+50 mV

Potencial de Accion

N

-80 mV 5 ms

Figura 3.8 -Despolarizaciéon que simula un potencial de accion. En la figura se esquematiza el patrén
de voltaje aplicado para el registro de las corrientes de ca®' y de la exocitosis durante un pulso que
simula un potencial de accion (PAsim). La exocitosis se midi6 como la diferencia entre los valores de
capacitancia posteriores y previos al pulso. A lo largo de esta tesis, se aplicaron PAsim de manera aislada
y en trenes a distinta frecuencia, las cuales seran especificadas en las secciones correspondientes de

resultados.

Los PAsim Yy los pulsos cuadrados fueron utilizados en forma aislada,
como pulsos pareados, y en trenes de estimulacién a distintas frecuencias. En
todos los casos se estimd la exocitosis sincronica a cada estimulo, definida

como la diferencia entre el valor de capacitancia posterior al estimulo menos el
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valor de capacitancia previo al estimulo.

Es importante mencionar que en algunas células, inmediatamente
después del pulso despolarizante, notamos la presencia de un pequefio cambio
de capacitancia transitorio, probablemente asociado a la activacion de las
corrientes de gating de los canales de Na® (Horrigan et al., 1994). Este
transitorio se extingue completamente durante los 50 ms posteriores a la
despolarizacion. Un artefacto capacitivo con caracteristicas similares fue
reportado también en células cromafines bovinas y embrionarias (Chow et al.,
1996; Gong et al., 2005). Por lo tanto, para evitar cualquier influencia de este
transitorio capacitivo en nuestras mediciones, decidimos cuantificar los saltos
de capacitancia causados por cada estimulo como la diferencia entre el
promedio de la capacitancia medida en una ventana de 100 ms, partiendo
desde los 60 ms después de la despolarizacion, menos el promedio de la
capacitancia pre-estimulo (medida también en una ventana temporal de 100
ms). Asi definimos los cambios sincronicos de capacitancia (ACm), que

cuantificanla exocitosis inducida por el estimulo aplicado.

3.3 IMAGING DE CALCIO

3.3.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS INDICADORES DE CALCIO
TIPO FLUO

El calcio es un segundo mensajero clave en la regulacion de numerosos
procesos celulares. En ese sentido, la caracterizacidon de estos procesos se ha
visto favorecida por la utilizacién de moléculas fluorescentes que cambian sus
propiedades de fluorescencia cuando se unen a Ca®*. Estos indicadores se han
clasificado en radiométricos (o también llamados dual wavelength) y no
radiométricos (single wavelength). Los indicadores radiométricos se utilizan
para realizar mediciones cuantitativas de las concentraciones de Ca2+, mientras
que los no radiométricos solo permiten registros semicuantitativos, que se

expresan como los cambios relativos de la emisién de la fluorescencia del

85



Materiales y Métodos

indicador respecto a su fluorescencia basal (AF/F) (Grynkiewicz et al., 1985;
Minta et al., 1989). Sin embargo, a favor de los indicadores no radiométricos
podemos citar que son excitados en luz visible, poseen en varios casos mayor
velocidad para reportar los cambios de Ca®* que los radiométricos, y que segun
el indicador utilizado pueden ser mas luminosos. En esta tesis utilizamos un
indicador no radiométrico tipo Fluo en su forma acida (salina), el que fue
dializado a la célula a través de la solucidén interna del microlectrodo. Esto
otorga importantes ventajas experimentales en comparacién a las forma AM de
los indicadores, particularmente que no se compartimentalice, y que podamos

fijar y conocer de manera precisa su concentracion intracelular.

Las distintas versiones de los indicadores tipo Fluo han sido mejoradas
con el transcurso de los afios (Paredes et al., 2008). En ese sentido, la ultima
version de estos indicadores, Fluo-8, que se utilizd en esta tesis, exhibe
propiedades muy ventajosas para monitorear los cambios relativos de
fluorescencia. Respecto a sus versiones anteriores (Fluo-3 y Fluo-4), este
indicador es menos citotdxico, mas fotoestable y tiene una mayor afinidad por el
Ca?*, alcanzando una Ky de 395 nM. Otra caracteristica relevante de este
indicador es que su fluorescencia se puede incrementar hasta 100 veces por
sobre el valor de su fluorescencia basal cuando se une a Ca?*, mientras que

Fluo-3 y Fluo-4 aumentan su fluorescencia en el orden de 30 a 40 veces.

3.3.2 DISPOSITIVO EXPERIMENTAL

Para el desarrollo de los experimentos de Ca®" imaging utilizamos un
microscopio vertical modelo BX51WI, con un lente objetivo de inmersion en
agua 60X, apertura numérica 0.85 (OLYMPUS) y una camara EMCCD (Andor
iXon, Oxford Instruments), en conjunto con el software "cell-M System
Coordinator/ cell- Real Time controller". Las células fueron cargadas con el
indicador Fluo-8 en su forma salina a través de la pipeta de patch por
aproximadamente 2 minutos, a una concentracion final de 100 nM. Las

muestras se iluminaron con una lampara de Xenon. La luz emitida pasé por una
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red de difraccion, y luego por un espejo dicroico, dirigiendo de esta manera los
haces de la luz de longitud de onda seleccionada a una ranura y conducida por
fibra optica hacia la muestra. En estos experimentos se utilizé un filtro de
excitacion de fluorescencia (460-490 nm), un espejo dicroico (505 nm), y un
filtro de emision que permite el paso de longitudes de onda que se encuentran
en el rango de la luz verde (515-550 nm; cubo U-MWIBBP, Olympus). La
solucion interna utilizada en estos experimentos tuvo la siguiente composicion
final (en mM): 95 mM Cs-Glutamato, 23 mM HEPES, 30 mM CsCl, 8 mM NaCl,
0.1 mM Fluo-8, 0.4 mM Cs-EGTA, 2 mM Mg-ATP, 0.3 mM Li-GTP. Se utilizaron
soluciones externas con Ca®" y libre de Ca?* externo con la siguiente
composicion final (mM): NaCl 120 mM, MgCl, 4 mM, Hepes 20 mM, Glucosa 30
mM, CaCl, 5 mM, TTX 0.001 mM. En el caso de la solucién libre de Ca®* se
agregd 1 mM de EGTA en lugar de CaCl; a la solucién externa. Respecto a la
adquisicién de imagenes, es importante mencionar que el tiempo de exposicion
no fue igual entre los experimentos. En los ensayos control (5 mM Ca®*
extracelular) el tiempo de exposicion promedio fue de 150 £ 29 ms, mientras
que en la condicion libre de Ca®* el valor fue de 226 + 41 ms. En cada
experimento se selecciond el tiempo de excitacion en funciéon de optimizar la
adquisicion de la sefal fluorecente. Las diferencias en el tiempo de exposicion
entre ambas condiciones experimentales se debieron a que la fluorescencia
basal en la condicion libre de Ca** fue menor respecto a la condicién control (5
mM Ca?* extracelular), y por lo tanto, la muestra debié ser expuesta a la fuente

de luz por un mayor tiempo.

3.4 AMPEROMETRIA

La amperometria es una técnica electroquimica de gran sensibilidad y
resolucion temporal, que permite visualizar en tiempo real el proceso de
liberacion de moléculas de eventos exociticos individuales. La posibilidad de
realizar dichos registros se limita a situaciones en que los compuestos
liberados sean oxidables o reducibles. Dado que la adrenalina (y también la

noradrenalina) es susceptible de ser oxidada (figura 3.9 A), esta técnica es
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aplicada normalmente a células cromafines. Debido a que la adrenalina posee
un potencial redox de aproximadamente 570 mV (pH 7.2, temperatura
ambiente), para lograr su oxidacion es necesario aplicar potenciales mayores a

este valor.

Para aplicar estos potenciales, se suele utilizar un electrodo de fibra de
carbono (en la figura 3.9 B se muestra una fotografia obtenida por microscopia
electronica de la punta de este tipo de electrodo) conectado al cabezal del
amplificador, que es apoyado sobre la superficie celular (figura 3.9 C). En
nuestros experimentos utilizamos fibras de carbono de 12 uM de didmetro, a
las que le aplicamos un potencial de 800 mV. La aplicacion de este potencial
fue adecuado para lograr la deteccién de la oxidacion de las catecolaminas
liberadas en nuestras condiciones experimentales. Para movilizar a estos
electrodos (ver explicacion mas abajo) hacia la célula se utilizd un
micromanipulador mecanico manual (Figura 3.6, micromanipulador

amperometria).
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Figura 3.9- Fundamentos basicos de la técnica de amperometria. (A) Esquema representativo que
ilustra la reaccién quimica que ocurre durante la oxidacién de la adrenalina. (B) Detalle del extremo de
una fibra de carbono cortada a 45° vista mediante microscopia electrénica. (C) Representacion
esquematica de la técnica amperometria. Un microelectrodo de carbono se posiciona justo por sobre la
célula. En este caso particular, la aplicacion de una solucion de estimulacion (por ejemplo, un “puff” de 50
mM de KCI) induce la liberacion de vesiculas secretoras.

La actividad exocitica es registrada como espigas amperométricas (figura
3.10) que aparecen a una determinada frecuencia. Cada una de estas espigas

representa la liberacion de catecolaminas desde una vesicula individual, lo cual
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genera una corriente que se produce por la transferencia de electrones hacia el
electrodo (figura 3.10 A), debido a la oxidacion de los transmisores liberados
(Mosharov et al., 2005). De las espigas amperométricas se puede extraer una
serie de parametros que entregan informacién sobre las caracteristicas de los

diferentes estadios de la exocitosis (Figura 3.10 B).

A

Figura 3.10- Registro de la exocitosis por amperometria: (A) Representacién esquematica de la
configuracion experimental que se utiliza para obtener registros amperométricos. Un electrodo de carbono
se pone sobre la superficie de las células cromafines, y se lleva a un potencial que esté por arriba del
potencial redox necesario para oxidar las moléculas transmisoras liberadas. (B) Cada evento exocitico
individual es representado por una espiga amperométrica, de la cual se pueden extraer parametros
asociados a diferentes etapas de la exocitosis. La pequefia corriente que precede la espiga
amperométrica llamada "pie" otorga informacion sobre la conductividad y estabilidad del poro de fusion
inicial, t 1, es una medida dela duracién del evento exocitico, Imax refleja la corriente causada por la
liberacion de transmisores durante la expansion del poro de fusién, tp es el tiempo requerido para
alcanzar la Imax, y Q refleja el contenido cuantico o cantidad de transmisor liberado por evento. Finalmente

11 Y 12 representan las constantes cinéticas durante la depresion del contenido de la vesicula.

El area bajo la espiga es una medida del contenido cuantico (Q) o
cantidad de transmisor liberado por evento. La amplitud maxima de la espiga (I
Max) corresponde a la corriente causada por la liberacion de transmisores
durante la expansion del poro de fusion. El tq, es la anchura de la espiga al
50% de su altura medido en ms, y nos da idea de la cinética del evento. Otros

parametros amperométricos asociados con la cinética de los eventos exociticos
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son el tiempo al pico (tp), que corresponde al tiempo en el que ocurre la
expansion del poro, y las constantes cinéticas durante la fase de decaimiento
de la espiga (t1 Y 1 2), que se asocian con la depresion del contenido de la
vesicula (Mosharov et al., 2005). La corriente pequefia que precede a la espiga
amperomeétrica, llamada "pie" (por “foot”), brinda informacién sobre Ila
estabilidad (duracién del "pie") y conductancia (amplitud del "pie") del poro de
fusion (Lindau et al., 2003). Finalmente, la evaluacion de la frecuencia de

espigas nos da una medida de la frecuencia de evento exociticos.

La amperometria es una técnica no invasiva con una elevada
sensibilidad y gran resolucidon temporal. Sin embargo, posee una limitacién
importante, ya que solo es capaz de detectar sustancias que ya han sido
secretadas por la célula en el proceso de exocitosis y han difundido hacia la
superficie del electrodo de carbono. Por lo tanto, no es capaz de proporcionar
informacion acerca de lo que acontece antes del proceso exocitico. Ademas,
solo se pueden detectar aquellas sustancias (productos de secrecion)
susceptibles de sufrir oxidacién en el electrodo de carbono. Esto limita su uso
solamente a ciertos tipos celulares, auque es posible lograr introducir
compuestos oxidables/reducibles en vesiculas de células que naturalmente no
los secretan. Finalmente, debemos considerar que la amperometria soélo
registra los compuestos liberados en un area limitada de la superficie de la
membrana. Esto implica que esta técnica permite la deteccion de un pequefio
porcentaje de las catecolaminas liberadas, a diferencia de las mediciones de
capacitancia, que registran el 100% de la exocitosis inducida por estimulos
despolarizantes. De acuerdo a las estimaciones realizadas bajo nuestras
condiciones experimentales, la fibra de carbono utilizada en esta tesis abarcé

aproximadamente el 25% de la superficie celular.

3.4.1 - PREPARACION Y CALIBRACION DE ELECTRODOS DE CARBONO
PARA EXPERIMENTOS DE AMPEROMETRIA

Para la construccion de electrodos de amperometria se aislaron fibras

unicas de carbono de 12 um de didmetro a partir de un haz de fibras (el cual
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fue generosamente obsequiado a nuestro laboratorio por el Dr. Guillermo
Alvarez de Toledo, Universidad de Sevilla, Espafia). Cada fibra aislada se
introdujo posteriormente en capilares de borosilicato (World Precision
Instruments). Luego de ello, los electrodos se llevaron a un puller horizontal
(SUTTER P-97), en donde se aplico un protocolo de cinco pulsos de calor y
estiramientos sucesivos. El producto final en la mayoria de los casos fue la
obtencion de dos electrodos de carbono. Posteriormente, se sumergid
cuidadosamente la punta de los microelectrodos en una resina aislante por
aproximadamente dos segundos, la cual se encontraba a una temperatura de
aproximadamente 80°C. Finalmente, los electrodos se llevaron a un horno a

180°C por 4 horas, y se dejaron secar por 24 horas a temperatura ambiente.

Antes de ser utilizados, se midio la respuesta de los electrodos con el
objetivo de evaluar su funcionalidad. En primer lugar, eliminamos la resina
aislante de la punta de la fibra cortandola cuidadosamente con una hoja de
bisturi. Luego agregamos una solucion conductora de KCI (a una concentracion
de 3M) al capilar, y lo conectamos a un preamplificador o headstage, que
estaba fijado a un micromanipulador y conectado con el amplificador principal.
Posteriormente, los electrodos se sumergieron en una solucion de NaCl (145
mM), se llevaron a un potencial de +800 mV, y se agregd al medio una solucién
que contenia adrenalina a una concentracion de 10 um. Si los electrodos eran
funcionales, se obtenia el disparo abrupto de la sefial de corriente
amperomeétrica inmediatamente después del agregado de adrenalina, tal como
se representa en la figura 3.11. Con el transcurso del tiempo, esta sefal se
estabilizaba, y se mantenia hasta que el electrodo era retirado de dicha
solucion. Aquellos electrodos que no respondian al agregado de adrenalina, o

que presentaban ruidos basales superiores a 10 pA se descartaron.

En los experimentos de la primera seccion de esta tesis cuantificamos la
frecuencia de espigas amperomeétricas que fueron sincronicas a la aplicaciéon
de PAqmn en trenes, normalizadas por el numero total de células que
respondieron minimamente al estimulo. En los experimentos de la segunda
seccion de esta tesis (experimentos con Ca*? 0) evaluamos el numero de

espigas, y tres parametros experimentales: el tiempo total de la duracién del
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evento exocitico (Berberian et al., 2009), la lmax , que refleja la corriente
causada por la liberacion de transmisores durante la expansién del poro de

fusion, y la integral de la carga liberada (Q), que refleja el contenido cuantico.

* Electrodo en la solucion con adrenalina i

400 pn‘ 11;“”%—,* A

—

3s

Figura 3.11- Trazado representativo de la respuesta de los electrodos de amperometria al
agregado de adrenalina. En el trazado se muestra que inmediatamente después del agregado de una
solucién con adrenalina (10 uM) (primera flecha roja), hay un claro aumento de la sefal de la corriente

amperométrica.

3.4 ANALISIS DE DATOS Y ESTADISTICA

3.4.1 PROCESAMIENTO DE LOS EXPERIMENTOS ELECTROFISIOLOGICOS
Y ELECTROQUIMICOS

Una primera visualizacion y analisis de los experimentos fue realizada
con el programa patchmaster (Heka electronics). Posteriormente, los resultados
electrofisiologicos y electroquimicos fueron analizados con Microsoft Office
Excel 2007 y Origin 7.5 (Microcal Software, Northhampton, MA).

De todas las mediciones electrofisioldégicas realizadas se descartaron
aquellas en las cuales las corrientes de fuga superaban los 30 pA. Esta
corriente se debe al flujo de iones que se produce cuando el sello no es bueno,
0 cuando las células estan deterioradas. Los valores de las resistencias en

serie variaron en general entre 7 y 10 MQ. Aquellos experimentos que
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presentaron resistencias en serie superiores a 12 MQ fueron descartados de

los analisis.

Por otra parte, aquellos electrodos amperométricos que exhibieron un

ruido basal superior a 10 pA fueron desechados.

3.4.2 PROCESAMIENTO DE LOS EXPERIMENTOS DE IMAGING DE CALCIO

Para analizar las imagenes se utilizo 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 utilizdé el promedio,

para cada cuadro, de tres zonas oscuras cercanas a la célula.

Los resultados fueron expresados como los cambios relativos de
fluorescencia en relacion a la fluorescencia basal (AF/Fy), en donde Fy
representa la fluorescencia promedio obtenida antes de estimular a las células
y AF representa los cambios de fluorescencia durante el transcurso del

experimento.

3.4.3 ESTADISTICA

Los resultados experimentales fueron expresados como medias
muestrales + su error estandar. Para hacer comparaciones entre dos grupos
experimentales, se utilizo el test de Student para dos muestras independientes.
Las comparaciones de mas de dos muestras independientes se realizaron
mediante pruebas de analisis de varianza (ANOVA) y contrastes a posteriori de
Bonferroni. Estos test se realizaron mediante el software Origin 7.5 (Microcal
Software, Northhampton, MA) y SigmaPlot 11.0.
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3.5 REACTIVOS Y QUIMICOS

La poli-L-lisina, citosina-1-B-arabinofurandsido, papaina, la albumina
sérica bovina, el ATP, el BAPTA, la 2-APB, el Dynasore , la thapsigargina 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, EEUU). El fluoréforo
Fluo-8 fue adquirido en Teflabs (Capital View, MO, EEUU). La lipofectamnina
2000 es de Invitrogen (St Louis, MO, EEUU). La nitrendipina fue adquirida a
Tocris Bioscience (park Ellsville, MO, EEUU) y la w-Conotoxina GVIA, w-
Agatoxina VIA y TTX a Alomone Laboratories (Har Hotzvim Hi-Tech Park,
Jerusalem, Israel). SNX-482 de PEPTIDES international (EEUU). El anticuerpo
monoclonal contra dinamina se adquiri6 BD Biosciences (San Jose, CA,
EEUU). La Rianodina fue provista generosamente por el Dr. Ariel Escobar

(UCMerced, EEUU). La adrenalina es de Laboratorio Duncan (Argentina).

Las fibras de carbono de 12 um fueron provistas generosamente por el
Dr. Guillermo Alvarez de Toledo (Universidad de Sevilla, Facultad de Medicina,
Espafna). Los plasmidos synprint fueron provistos generosamente por el
laboratorio del Dr. Gerald Zamponi (University of Calgary. School of Medicine.
Calgary, Canadd). La proteina de fusibn GST-Dyngygs42 que contiene los
aminoacidos 829-842 de la dinamina humana (PPQVPSRPNRAPPG), y su
control negativo, fueron provistos generosamente por la Dra. Ana Maria
Cardenas (Centro Interdisciplinario de Neurociencia de Valparaiso, Chile) y la
cadena liviana de la toxina botulinica B fue provista generosamente por la Dra.
Claudia Tomes (Universidad Nacional de Cuyo, Instituto de Histologia y

Embriologia, Argentina).
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4. RESULTADOS |

4.1 EXOCITOSIS INDUCIDA POR UN ESTIMULO QUE SIMULA UN
POTENCIAL DE ACCION (PAg)

La recuperacion de IRP, tal como se representa en la figura 1.15, es
demasiado lenta para sostener la exocitosis durante estimulaciones repetitivas,
incluso a bajas frecuencias fisiolégicas. Pero se debe considerar que, en
condiciones fisioldgicas, las células cromafines liberan su contenido vesicular
en respuesta a potenciales de accién. Un PA de una célula cromafin es mucho
mas corto que un pulso cuadrado despolarizante de 50 ms, y por lo tanto es
esperable que frente a este estimulo el numero de vesiculas liberadas sea
menor que IRP. Por lo tanto, nos plateamos analizar la exocitosis asociada a
un PA, y evaluar su cinética de recuperacion para ver si es compatible con el

rango de frecuencias de disparo de las células cromafines.

Es importante mencionar, que en nuestro modelo experimental hemos
definido las caracteristicas generales de IRP trabajando a una concentracion
de Ca*" extracelular de 5 mM (Alvarez et al., 2008), y una concentracion
intracelular de EGTA de 0.5 mM (5 mM [Ca®"1e/0.5 mM [EGTAYJi). Esta eleccion
se debié a que tales condiciones maximizan la medicién de la exocitosis
altamente acoplada a CCDV, como lo es este pool. Por tales razones, en esta
tesis utilizamos estas concentraciones de Ca®" y EGTA como condicién inicial
estandar de nuestros experimentos. Como se vera posteriormente, varios
experimentos fueron repetidos utilizando una concentracion extracelular de
Ca?* y una concentracion interna de EGTA (1.8 mM [Ca®*]e/70 pM [EGTAY]i)

que representan mejor las condiciones fisiolégicas (Neher et al., 1992).

Para aproximar la amplitud, forma y duracion de un potencial de accion,
en esta tesis aplicamos un pulso de voltaje compuesto por una rampa
ascendente y una rampa descendente, al que llamamos PAgm (ver métodos, y

figura 4.1 (i)). En estos experimentos la aplicacién de un PAgm generd una lcaz+
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promedio de 488+34 pA y un salto de capacitancia de 11+1 fF (n=35). En la
figura 4.1 (i) y (iii) se representan ejemplos representativos de trazados

individuales de estos experimentos.

=20 My
Figura 4.1- lca2+ y exocitosis sincrénica en
(1) respuesta a la aplicacion de un PAgn. (i) El

PAsim estuvo compuesto de una rampa

ascendente despolarizante de 2.5 ms de duracion

T
& s

desde el potencial de holding (-80 mV) hasta +50
e mV, y una rampa descendente de igual duracion
que retornoé al potencial de holding. (ii) y (iii) son
ejemplos representativos de las lca2+ y los saltos
de capacitancia inducidos por este tipo de
(iii) estimulo. El registro de la medicion de

capacitancia esta en una escala temporal distinta.

En esta tesis decidimos estimular a las células con PAsm, debido a que
la utilizacion de este estimulo nos permitié disefiar una gran variedad de
protocolos de estimulacion en nuestro software (Patchmaster, HEKA
Elektronik), vy fijar precisamente la frecuencia de estimulacion. Ademas con la
utilizacion de PAgn logramos mantener constante la amplitud del estimulo
durante los experimentos de pulsos pareados y trenes. Sin embargo, se ha
reportado que la forma del potencial de accion podria afectar las corrientes de
Ca?* (Duan et al., 2003). Por este motivo, decidimos comparar las Icaz+, Su
integral (Int-lca2+) y los ACm inducidos por la aplicacion de un PAgn con las
respuestas obtenidas de la estimulaciéon con un potencial de accién nativo
(PAnat). Estos experimentos se realizaron en las dos condiciones de Ca®*
externo/EGTA interno mencionadas previamente. Para la obtencion de tales
PAnat, las células se mantuvieron en la configuracion whole cell en modo
current clamp, y se le inyectaron pulsos cuadrados de corriente de 120 pA por
2 ms. El potencial de accién resultante (figuras 4.2 A (ii) y 4.2 B (ii), para 5 mM
[Ca®*1e/0.5 mM [EGTA]i y 1.8 mM [Ca®*]e /70 uM [EGTAY;, respectivamente) fue
utilizado como templado de estimulacién en experimentos de voltage clamp
(Chan et al, 2001). La Int-lca+ y los ACm inducidos por ambos tipos de

estimulos fueron similares en las dos condiciones Ca?" externo/EGTA interno
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evaluadas (Figuras 4.2 Ay 4.2 B, items (iv) y (v)). Sin embargo, la amplitud de
la lcao+ para PAnt @ 5 mM [Ca®‘le /0.5 mM [EGTA]i mostré una reduccion

moderada, aunque significativa, en comparacion a un PAgn. (figura 4.2 A (iii)).
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Figura 4.2- La aplicacion de un potencial de accién simulado (PAsim) induce una entrada de Ca®* y
una exocitosis similar a la de un potencial de accién nativo (PAnat). Se midié la corriente de ca® yla
exocitosis inducidas por un potencial de accién nativo (PAna), y los resultados comparados con
mediciones independientes obtenidas en células estimuladas con PAgn en condiciones de 5 mM
[Ca®*]e/0.5 mM [EGTA]Ji (A), y de 1.8 mM [Ca?**]e /70 uM [EGTA]Ji (B) (n=10). A (i) y B (i) representan al
PAsim, mientras que A(ii) y B(ii) representan los PAnst obtenidos a partir de experimentos de current
clamp, y que fueron utilizados para estimular a las células. Los ejemplos de los registros de las Ica2+ para
todas las condiciones se representan debajo de cada PA. Los graficos de barras en (iii), (iv) y (v) resumen
los valores de las Icaz+, integral de |a Ica2+ (Int-lcaz+) y los ACm, respectivamente. * p < 0.05. Los datos

estan expresados como valores promedios * error estandar.

En otro grupo de experimentos, evaluamos la posibilidad de que el
potencial de holding al cual manteniamos las células (-80 mV) pueda provocar
un aumento de la lca2+, Y consecuentemente de la exocitosis, respecto a
condiciones mas fisioldgicas. El potencial de reposo natural de las células
cromafines se encuentra en aproximadamente -60 mV (Orozco et al., 2006;
Wallace et al., 2002). En nuestros experimentos utilizamos normalmente un
holding mas hiperpolarizado para evitar que la sinusoidal de voltaje aplicado
pueda activar a los CCDV. Sin embargo, se debe considerar que también un

holding menor al potencial de reposo fisiolégico puede aumentar la poblacién
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de CCDV no inactivados, y por lo tanto disponibles, y entonces permitir el
reclutamiento de un mayor numero de CCDV cuando llegue la despolarizacion.
Para ello realizamos mediciones pareadas de lca2+ Y ACm en respuesta a la
aplicacion de PAsm en células que se mantuvieron alternadamente a
potenciales de holding de -80 mV (con sinusoidal de £+30 mV) y de -65 mV (con
sinusoidal de +15 mV). Tanto los trazado representativos en la figura 4.3 (A)
(arriba), como los promedios representados en la figura 4.3 (B y C), muestran
que no hubo diferencias significativas entre las lca2+ inducidas en ambos
potenciales de holding, tanto para 5 mM [Ca®']e/0.5 mM [EGTA]Ji (B), como
para 1.8 mM [Ca®'le / 70 pM [EGTA]i (C). Ademas, observamos que los
trazados de capacitancia obtenidos a -65 mV de holding fueron muy ruidosos
(ver figura 4.3 A (i), abajo), probablemente debido a la baja amplitud de la
sinusoidal de voltaje. Por el contrario, las mediciones obtenidas con potenciales
de holding de -80 mV y amplitud de sinusoidal + 30 mV exhibieron una relacion
sefal/ruido mucho mejor para estimar los cambios de capacitancia (figura 4.2 A
(i), abajo). Esta relacién entre la relacion sefal/ruido y la amplitud de la
sinusoidal ya fue observada previamente en nuestro laboratorio (Tesis Doctoral
de Yanina D. Alvarez, 2011). En esta serie experimental, los cambios de
capacitancia obtenidos a ambos potenciales de holding fueron iguales
estadisticamente, pero esta comparacion no se muestra en la tesis debido a
que la cuantificacion realizada sobre los registros a -65 mV no era del todo

confiable, debido a la mala relaciéon sefal/ruido mencionada.

También corroboramos que no habia diferencias entre las lcao+,
registradas a ambos potenciales de holding cuando se estimularon las células
con PAni. Mas precisamente, observamos que en condiciones de 5 mM
[Ca®*]e/0.5 mM [EGTA]i las lcao+ fueron de 313 + 23 pA 'y 279 + 31 pA para
potenciales de holding de -80 mV y -65 mV, respectivamente (n=5 por cada
condicién), mientras que en la condicién 1.8 mM [Ca?']e /70 uM [EGTA]i los
valores fueron de 207 + 25 pA y 189 + 17 pA para potenciales de holding de

-80 mV y -65 mV, respectivamente (n=5 por cada condicién).
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Figura 4.3- La aplicacion de un PAsim induce Ica2+ similares a potenciales de holding de -65 mV y -
80 mV. La lcaz+ y los ACm inducidos por un PAsim a potenciales de holding de -65 mV y -80 mV fueron
medidos en experimentos pareados. A (i) y (ii) representan registros tipicos de lca2+ (arriba) y ACm (abajo)
obtenidos a potenciales de holding de -65 mV y -80 mV, respectivamente, a 5 mM [Ca2+]e/0.5 mM
[EGTAIi. Los graficos de barras en B y C resumen las mediciones de |ca2+ obtenidas a 5 mM [Ca2+]e/0.5
mM [EGTAJiy 1.8 mM [Ca2+]e /70 uM [EGTA]i, respectivamente (n=10 para ambas condiciones). Los

datos estan expresados como valores promedios + error estandar.

Debido a que la aplicacion de PAgin a potenciales de holding de -80 mV
no modificaron sustancialmente las lca2+ y los ACm respecto a PApa, ni
tampoco respecto a un potencial de holding cercano al fisiolégico, para el resto
del trabajo adoptamos las dos primeras condiciones. El PAgn, como ya dijimos,
nos permite una construccion mas controlada y variada de nuestros protocolos
de estimulacién. Y por otro lado, el holding de -80 mV nos permite utilizar una
sinusoidal de mayor amplitud sin riesgo de que se activen los CCDV, y
permitiendo la obtencion de una mejor relacion senal/ruido en nuestros
registros de Cp,.

También observamos que la disminucién de la concentracion de Ca?*
extracelular desde 5 mM a 1.8 mM redujo significativamente los tamarios de las
lcaz+ Y los valores de las exocitosis (p < 0.05 todas las condiciones analizadas,
figuras 4.2 y 4.3). Esto resulta totalmente esperable, dada la fuerte
dependencia de la exocitosis con el Ca**. Como se menciond previamente, en
esta tesis utilizamos como soluciones extracelular e intracelular estandar las

que contienen 5 mM [Ca®']e/l0.5 mM [EGTA]i respectivamente, dado que
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maximizan la respuesta de la exocitosis altamente acoplada a CCDV, que es a
la que nos abocamos. Luego, y con el objetivo de corroborar las conclusiones
obtenidas, algunos ensayos se replicaron utilizando 1.8 mM [Ca*']e /70 uM
[EGTA].

Por definicion el IRP es un pool vesicular altamente acoplado al estimulo
que se libera frente a despolarizaciones de corta duracién. Trabajos de nuestro
y otros laboratorios indican que se compone de vesiculas altamente acopladas
a CCDV. Por lo tanto, dado que PAgn es un estimulo muy breve que induce
una exocitosis claramente sincronica, seria esperable que liberase vesiculas

pertenecientes a IRP.
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Figura 4.4- La aplicacion de un PAgiy, libera un subgrupo de vesiculas del IRP. (i) El protocolo de
estimulacién consistié en la aplicacion secuencial de pulsos cuadrados despolarizantes de 50 ms (P1)
para evaluar el tamafo del IRP en condiciones control, luego de 20 segundos se aplicé un PAgim, Yy casi
inmediatamente (200 ms) la célula fue estimulada con otro pulso de 50 ms para evaluar el efecto de la
aplicacion previa de un PAgsm sobre el tamafo del IRP. (ii) Registro representativo y (iii) diagrama de
barras de los resultados promedios obtenidos en este tipo de experimentos (n = 9). PAsim+P2 representa
la suma de los cambios de capacitancia inducidos por un PAsim y P2 , obtenido en cada experimento. Las
cuatro condiciones representadas en el diagrama de barras fueron comparadas por un test ANOVA
(p<0.001), y los PAgim, P2 y PAgsn+P2 se compararon con P1 (*p<0.003 y **p<0.001) por un test de

Bonferroni. Los datos estan expresados como valores promedios + error estandar.
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Para evaluar esta prediccién se aplicaron, de manera secuencial, un pulso
cuadrado despolarizante de 50 ms (P1) para obtener una estimacion control de
IRP, 20 segundos después se aplicé un PAgm, y finalmente, 200 ms después,
un segundo pulso de 50 ms (P2) (figura 4.4(i)). Como era esperable, los
resultados indican que la aplicacion de un PAsm genera una respuesta
exocitica significativamente menor que P1. Mas importante aun, el segundo
pulso cuadrado de 50 ms (P2) también gener6 una respuesta
significativamente menor que la estimacion del IRP control (P1) (p<0.003), y la
suma de las exocitosis inducidas por los pulsos PAsm+P2 resulté en un valor
idéntico al del IRP control evaluado por P1 (figura 4.4 (ii) y (iii)). Estos
resultados indican que el grupo de vesiculas liberadas por un PAg, aislado, al
que nosotros denominamos ETAP (del inglés exocytosis triggered by action

potential) corresponde a una fraccién de lo que definimos como IRP.

4.2 RECUPERACION DEL GRUPO DE VESICULAS LIBERADAS
POR UN PAgy

Para el estudio de la recuperacion vesicular de ETAP, se aplicé el
protocolo representado en la figura 4.5 A (i). Basicamente, este consistié en un
par de PAsim separados por intervalos de tiempo variable, entre 0.2 y 10 s. La
figura 4.5 A (ii) y (iii) ilustran ejemplos representativos de las mediciones
obtenidas frente a este protocolo para intervalos de 0.2 y 2 s, respectivamente.

La figura 4.5 B resume los resultados obtenidos en este tipo de experimentos.

La recuperacion relativa R fue definida por la relacién entre la exocitosis
inducida por el segundo PAgn, sobre la exocitosis inducida por el primer PAgim.
Los puntos experimentales fueron ajustados a una funcién monoexponencial
creciente, obteniendo un tiempo caracteristico de recuperacion t de 0.73 + 0.1
segundos. Notablemente, este valor fue diez veces mas rapido en comparacion

al t de recuperacion del IRP (figura 1.15; p<0.01).
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Figura 4.5- Recuperacion de ETAP luego de su depresion. (A), (i) Esquema del protocolo de
estimulacion. Para evaluar la recuperacion de ETAP se aplicaron dos PAsim separados por intervalos de
tiempo variable. En (ii) y (iii) se muestran las Ica2+ (arriba) y los trazados de capacitancia (abajo)
obtenidos durante experimentos tipicos, con intervalos de tiempo de 0.2 y 2 s respectivamente. Los
registros de capacitancia se muestran en diferentes escalas temporales que las corrientes. (B) La
recuperacion relativa de ETAP (expresada como ACm32/ACm1; donde ACm4 y ACm> representan los
cambios de capacitancia inducidos por el primer y segundo PAginm, respectivamente) fueron graficados
en relacion al intervalo de tiempo entre los PAssim. Cada punto representa el promedio de las

mediciones obtenidas en al menos 11 células independientes. Los valores promedios fueron ajustados
-t
a una funcién de crecimiento monoexponencial de la forma R = Ro + A .(1 - 67), obteniendo un

valor Ro a tiempo cero de 0.24+0.05, una asintota A de 0.75+0.05, una constante temporal t of 0.73
0.11 segundos, y un coeficiente de correlacion R > 0.9886. El grafico en el recuadro representa los
cambios de capacitancia promedio inducidos por el primer PAsim durante el protocolo de pulsos
pareados, y la linea continua representa el promedio general de estas mediciones. Los datos estan

expresados como valores promedios * error estandar.
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4.3 LA RECUPERACION DE ETAP DEPENDE DEL CONTENIDO
VESICULAR DEL RRP

Trabajos clasicos en células cromafines, asi como en otros modelos
neurobioldgicos, establecieron que el rellenado de los pools vesiculares
liberables puede deberse a la transferencia de vesiculas desde otros pools
vesiculares que se encuentran ubicados rio arriba (Smith et al., 1998; Voets et
al., 1999; von Gersdorff et al., 1997). Por otra parte, en células cromafines se
ha propuesto que la aplicacion de un potencial de accidn unico, o la
estimulacién con trenes de PAs a bajas frecuencias, promueve una fusion
transitoria de las vesiculas sinapticas, probablemente a través de un
mecanismo de tipo kiss and run (Fulop et al., 2005). Si tomaramos esta
segunda posibilidad como valida, podemos deducir a partir de ella una
hipotesis derivada, que consistiria en que a bajas frecuencias de PAs operaria
un reciclado local de vesiculas, que implicaria una endocitosis rapida asociada

a una recuperacion también rapida de ETAP.

Con el objetivo de determinar cual de estos mecanismos opera bajo la
rapida recuperacion de ETAP, desarrollamos diversas estrategias

experimentales.

En primer lugar, deprimimos pooles vesiculares que se encuentran
alojados rio arriba de ETAP. Debido a que ETAP es un subgrupo de vesiculas
incluido en el IRP (figura 4.4), es posible que las vesiculas que forman parte de
este ultimo pool alimenten a ETAP por transferencia de vesiculas. Para poner a
prueba esta hipétesis decidimos deprimir al IRP, y posteriormente evaluar la
recuperacion de ETAP. La figura 4.6 A (i) muestra el protocolo utilizado para
este tipo de experimentos. Primero, aplicamos un PAg, Unico para estimar el
valor control de ETAP para cada experimento individual. Posteriormente, luego
de un periodo de 15 s (suficiente para permitir una recuperacion total de ETAP)
se deprimié completamente a IRP con un pulso de 50 ms (ACm =24 £ 5fF, n =
6). Y finalmente evaluamos la recuperacion de ETAP a través de la aplicacion

de un segundo PAgin a intervalos de tiempo variables.
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La recuperacion de ETAP bajo esta condicion experimental se
representa en la figura 4.6 B por medio de circulos negros llenos. Para poder
visualizar el efecto de los tratamientos, se graficaron la recuperacion control de
ETAP (tomada de la figura 4.5 B, lineas punteadas) y la primera parte de la
recuperacion de IRP (tomada de la figura 1.15 A (ii), lineas discontinuas). Los
resultados muestran que la depresion del IRP no afectd la cinética de
recuperacion de ETAP, sugiriendo que estas vesiculas se recuperan por un

mecanismo independiente de la transferencia vesicular desde IRP.
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Figura 4.6- La recuperacion de ETAP depende del contenido vesicular del RRP.(A) Esquema de los
protocolos de estimulacion. Primero, un PAsm fue aplicado para estimar el tamafio de ETAP en
condiciones control, luego de 15 s un pulso cuadrado despolarizante de 50 ms fue aplicado para deprimir
el IRP (i), o un par de pulsos de 100 ms separados por 300 ms para deprimir el RRP (ii); y finalmente un
segundo PAsin se aplicd a intervalos de tiempos variables para evaluar la recuperacion de ETAP. (B)
Resumen de los resultados obtenidos luego de la aplicacion de los dos protocolos experimentales. La
recuperacion de ETAP luego de la depresion del IRP es representada por los circulos negros llenos (cada
punto representa el promedio de al menos 6 células independientes), mientras que los circulos abiertos
representan la recuperacion de ETAP luego de la depresion del RRP (cada punto representa el promedio
de al menos 5 células independientes). Para poder visualizar el efecto de los tratamientos, se graficaron
la recuperacién control de ETAP tomada de la figura 4.5 B (lineas punteadas) y la recuperacion del IRP
tomada desde la figura 1.15 A (ii) (lineas discontinuas). La estadistica de estos experimentos esta
representada en la tabla 4.1. Los datos estan expresados como valores promedios + error estandar.
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Alternativamente, consideramos la posibilidad de que ETAP se recupere
directamente desde el RRP. Para evaluar esta posibilidad, se deprimi6 a RRP
utilizando el protocolo representado en la figura 4.6 A (ii) (Voets et al., 1999), y
luego analizamos coémo este protocolo afectd la recuperacién de ETAP. El
doble pulso de 100 ms provocé saltos sincronicos de capacitancia de 42 + 5y
21 = 3 fF (n = 5), respectivamente. Bajo estas condiciones experimentales, la
recuperacion de ETAP se representa por circulos blancos en la figura 4.6 B. En
estos experimentos observamos una considerable inactivacion de las lca+
durante los primeros 500 ms luego de la aplicacién del segundo PAsim, por lo
tanto los intervalos de 0.2 y 0.5 s se descartaron de los analisis. En esta
condicion, los valores relativos de recuperacion a 0.7, 1 y 2 s fueron
significativamente inferiores en comparacion a la recuperacion control de ETAP
(lineas punteadas, ver tabla 4.1 para los analisis estadisticos). Estos resultados
sugieren que la recuperacion de ETAP depende, al menos parcialmente, de la

movilizacion de vesiculas desde el RRP.
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4.4 LA RECUPERACION DE ETAP DEPENDE DE UN PROCESO
ENDOCITOTICO RAPIDO

La exocitosis inducida por un PAg, fue seguida regularmente por una
rapida caida de la capacitancia (figura 4.7 A (i)). La amplitud de esta caida fue
casi idéntica a la exocitosis precedente (figura 4.7 A (ii)). Un proceso similar
fue descrito previamente por Chan y Smith, el cual fue asociado a una
endocitosis compensatoria rapida (Chan et al., 2001, 2003b). El promedio del
decaimiento de la Cm obtenida en nuestros experimentos se ajusté a una
funcion de decaimiento monoexponencial, con una constante temporal (t) de
0.53 £ 0.01 s (R > 0.9446, linea blanca en figura 4.7 (i)).

Considerando que el transcurso temporal de esta endocitosis fue similar
(incluso un poco mas rapido) a la tasa de recuperacion de ETAP, evaluamos la
posibilidad de que ambos procesos pudieran estar acoplados funcionalmente.
Dicho de otra manera, la endocitosis rapida descrita podria ser el primer paso
de una secuencia de eventos que lleva finalmente a la recuperacion. Si esta
hipotesis fuese cierta, la cinética de recuperacidon de ETAP deberia estar
limitada por la velocidad de la endocitosis. Para evaluar esta hipodtesis
desarrollamos cinco aproximaciones experimentales. En todas ellas buscamos
inhibir o al menos enlentecer el desarrollo de esta endocitosis rapida, y

posteriormente evaluar la recuperacion de ETAP.

Se ha descrito que las corrientes de Ca®* de tipo L activan procesos
endociticos rapidos, y consecuentemente influencian los mecanismos de
reciclado vesicular subyacentes (Perissinotti et al., 2008; Rosa et al., 2007). En
base a estos antecedentes, buscamos inhibir el desarrollo de esta endocitosis
incubando las células con nitrendipina (Nitre), un bloqueante de los CCDV tipo
L (Bean, 1984). El primer efecto observado fue la disminucién de las Icao+
activadas por un PAgn (268 £ 23 pA, p<0.05). Esto estuvo asociado a un
enlentecimiento de la endocitosis, evidenciado por el aumento de la constante
temporal de decaimiento a 3.57 + 0.14 s (ver figura 4.7 B (i)). Finalmente, este
tratamiento también generd un retardo moderado de la recuperacién de ETAP

en relacion a la condicidon control (ver tabla 4.1 para los analisis estadisticos)
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(figura 4.7 B (ii)). Vale la pena mencionar que el inhibidor especifico de canales
P/Q w-agatoxina IVA no alter6 a la endocitosis rapida, obteniéndose una

constante temporal de decaimiento de 0.83 + 0.13 s (n=5).
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Figura 4.7- La recuperacion de ETAP depende de un proceso endocitico rapido: ensayos
farmacoldgicos. (A) (i) Luego de ETAP, la superficie de membrana es recuperada por una endocitosis
rapida. La figura representa el promedio de los registros obtenidos en 35 células independientes. El
decaimiento de la capacitancia de membrana fue ajustada a una ecuacion monoexponencial de caida (t
= 0.53+0.01 s; R > 0.9446). (ii) ElI diagrama de barras representa el promedio las amplitudes de las
exocitosis (Exo) y las endocitosis subsecuentes (Endo), estimadas en cada experimento individual
(n=35). Los valores del ACm asociados a estos procesos no fueron estadisticamente diferentes. (B) (i)
Esta figura representa el promedio de los registros de endocitosis medidos en 11 células individuales en
presencia de nitrendipina (Nitre) (10 uM), un bloqueante del CCDV tipo L. Las mediciones comenzaron 3
minutos después de la incubacion con la droga. El decaimiento de la capacitancia se ajusté a una
ecuacion de decaimiento monoexponencial (t = 3.57 £ 0.142 s, R > 0.9235). (ii) Recuperacion de ETAP
en presencia de Nitre (puntos rojos). Bajo estas condiciones experimentales se observd un retardo

parcial de la recuperacién de ETAP (t: 1.64 £ 0.77s, R >0.9612). (Leyenda sigue en la pagina 110)
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(C) (i) Esta figura representa el promedio de los registros de endocitosis medidos en 8 células
individuales en presencia de dynasore (80 uM), un inhibidor no competitivo de la proteina dinamina. Las
mediciones comenzaron 20 minutos después de la incubacién con la droga. El decaimiento de la
capacitancia se ajusté a una ecuacion de decaimiento monoexponencial (t = 1.74 £ 0.06 s, R > 0.8236)
(i) Recuperacion de ETAP en presencia de dynasore (puntos rojos). Bajo estas condiciones
experimentales se observo el retardo parcial de la recuperacion de ETAP (1:3.19 + 3.01 s, R>0.9554).
Para corroborar el efecto de los tratamientos descritos sobre la endocitosis, evaluamos la endocitosis
relativa (calculada como el cociente entre la endocitosis medida entre los 1000 y los 1100 milisegundos
posteriores al PAsim y la exocitosis sincronica previa) para cada experimento individual. Para este analisis
se tomaron solamente los experimentos controles y los tratamientos que fueron obtenidos en los mismos
cultivos celulares. Segun este analisis, los dos tratamientos, nitrendipina y dynasore, provocaron una
inihibicidn significativa de la endocitosis respecto a los controles, obteniendo valores de 0.26 + 0.04 (n=7;
p<0.0001), 0.45 + 0.03 (n=8; p<0.0001), y 0.80 + 0.04 (n=8), respectivamente. Las lineas punteadas
representan el ajuste de las curvas obtenidas en condiciones control. La estadistica para evaluar la
recuperacion de ETAP para todas las condiciones representadas en esta figura se incluyen en la tabla
4.1. Los datos estan expresados como valores promedios * error estandar.

En otro grupo de experimentos se aplico el farmaco dynasore, que actua
como un inhibidor no competitivo de la dinamina (Tsai et al., 2009).
Recordemos que la dinamina es una GTPasa que interviene en las ultimas
etapas de varios procesos endociticos. Esta proteina se polimeriza y se
ensambla como un collar alrededor del cuello de los budding pits. Cuando la
dinamina es desfosforilizada cambia la configuracién de este collar a un estado
mas apretado, cerrando el poro fision 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 et al., 2004). Al
igual que la nitrendipina, la administracion de este compuesto a una
concentracion de 80 uM produjo la disminucidn de las Ica2+ (225 + 47 pA, n=12)
(Tsai et al., 2009), y una exocitosis levemente inferior en relacion al valor
control de ETAP (8.4 £1.2 fF). Por otro lado, la administracion de esta droga
enlentecié la endocitosis generada por un PAsm, llevando el valor de la
constante temporal de decaimiento a 1.74 + 0.06 s (figura 4.7 C (i)); y de
manera coherente la recuperacion de ETAP se enlenteci6 moderadamente

(figura 4.7 C (ii), ver tabla 4.1 para los analisis estadisticos).
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Se ha descrito una caida significativa (o rundown) de la endocitosis
compensatoria rapida luego de 4 minutos de mantener células cromafines
bovinas bajo la configuracion whole cell, supuestamente debido al pérdida de
factores solubles (Smith et al., 1997). En base a estos antecedentes, decidimos
tomar esta ventaja experimental y evaluar si este proceso de rundown de la
endocitosis rapida afectaba a la cinética de recuperacion de ETAP. Para ello,
aplicamos el protocolo de la figura 4.5 A (i) después de 5 minutos de establecer
la configuracion whole cell. Dicho tiempo no afectd la respuesta exocitica de
ETAP (11x1 fF), pero enlenteci6 moderadamente a la endocitosis respecto al
control. La figura 4.8 A (i) representa el promedio de las endocitosis obtenidas
en 13 células, que se ajustaron a una funcién de decaimiento monoexponencial
con una constante temporal t de 1.65 £ 0.02 s. Ademas, es importante
destacar que en estos experimentos la recuperacion de ETAP se retardd
también moderadamente en relacion a la condicion control (circulos negros en
figura 4.8 A (iii), y para la estadistica ver RnDn (por rundown de la endocitosis)
en la tabla 4.1).

Los resultados descriptos arriba, mostraron que en los tres casos
mencionados hubo un moderado enlentecimiento de la endocitosis que se
correlacioné con un también moderado retardo en la recuperacion de ETAP. Si
bien dichos resultados son coherentes entre si, y también con la hipotesis que
se evalua, no nos resultaron del todo convincentes debido a la levedad de los
cambios observados. Con los objetivos de confirmar la existencia de una
potencial asociacion entre la endocitosis rapida y la recuperacion de ETAP, y
de tener una primera aproximacion sobre el mecanismo operante, se dializé a
través de la pipeta de patch un anticuerpo monoclonal contra dinamina (anti-
Dyn). Ha sido descripto que dicho anticuerpo inhibe la accién de la dinamina
durante al endocitosis (Gonzalez-Jamett et al., 2010). Este tratamiento
experimental se realizé bajo la hipotesis de que la endocitosis rapida que se
activa luego de la exocitosis de ETAP responde a un mecanismo dependiente
de dinamina, lo cual se cumple tanto para la endocitosis clatrino dependiente
como para el kiss and run (Royle et al., 2003). Anti-Dyn (7 nM) se dializé por un
tiempo minimo de 5 minutos, lo cual, si se considera un peso molecular para el

anticuerpo de 150 kD y una resistencia en serie de 10 MQ (en nuestros

111



Resultados |

experimentos tuvimos un promedio de 9.7 MQ), asegura que se alcance mas
del 63% de la concentracion de la proteina en estado estacionario (Pusch et al.,
1988). En esta condicion, la endocitosis rapida generada frente a un PAgin, fue
completamente inhibida (figura 4.8 A (ii), trazado rojo). Dicho efecto se suprimié
cuando el anticuerpo fue inactivado previamente a 95° C durante 5 minutos
(figura 4.8 A (ii), trazado gris). Ademas, la aplicaciéon de anti-Dyn provocd un
retardo significativo de la recuperacion de ETAP (figura 4.8 A (iii), circulos
rojos, ver Tabla 4.1 para la estadistica). Este retardo fue claramente mas
marcado que en los experimentos farmacoloégicos previos. Es importante
mencionar que el incremento de la concentracién del anticuerpo (14 nM), no

provoco un efecto adicional sobre el retardo descrito (datos no mostrados).

Finalmente, como estrategia adicional para confirmar la contribucién de
la endocitosis rapida dependiente de dinamina sobre la recuperacion de ETAP,
dializamos el oligopéptido de 14 aminoacidos GST-Dyngyg.842 (ver Materiales y
Métodos, seccidon 3.5), que contiene la regidon de reconocimiento para proteinas
SH3 del dominio PRD de la dinamina. Previamente se demostré6 que la
administracién de este péptido inhibe el reclutamiento de la dinamina en los
sitios activos de liberacion (Shupliakov et al., 1997), asi como la endocitosis
generada en respuesta a la aplicacion de PA aislados o a bajas frecuencias de
estimulacion en células cromafines (Fulop et al., 2008). Al igual que anti-Dyn,
GST-Dyngpg.s42 se dializé por un tiempo minimo de 5 minutos antes de iniciar
las mediciones. Considerando una resistencia en serie de 10 MQ y el peso
molecular de GST-Dyngygs42 (27.7 kD), se estima que éste péptido alcanzo
aproximadamente el 82% de su concentracion final durante dicho periodo
(Pusch et al., 1988). La dialisis de 30 pM de GST-Dynggssz inhibio
completamente la endocitosis rapida (figura 4.8 B (i), trazado rojo), y ademas
retard6é significativamente la recuperacion de ETAP (figura 4.8 B (ii) puntos

rojos, ver Tabla 4.1 para comparaciones estadisticas).

Los experimentos presentados en esta seccion apoyan la hipotesis que
sostiene que la recuperacion de ETAP depende de un mecanismo endocitico
rapido, y ademas muestran que dicha endocitosis seria dependiente de
dinamina. Sin embargo, de acuerdo a la seccién anterior (figura 4.6), la

recuperacion de ETAP también seria dependiente del contenido vesicular del
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RRP. En resumen, la recuperacion de ETAP estaria asociada a dos
mecanismos: un proceso endocitico rapido dependiente de dinamina, y a la
transferencia de vesiculas desde el RRP. Por lo tanto, se realizd una serie
experimental para analizar el efecto de la inhibicion conjunta de ambos
mecanismos sobre la recuperacion de ETAP. Para ello, aplicamos el protocolo
representado en la figura 4.6 A (ii) luego de la dialisis de anti-Dyn por 5
minutos. Este tratamiento provoco una drastica inhibicion de la recuperacion de
ETAP (figura 4.8 A (iii), diamantes verdes).

Es pertinente aclarar que decidimos comparar los valores de
recuperacion a tiempos individuales por ANOVA, en vez comparar los ajustes
individuales de recuperacion de ETAP, ya que algunos tratamientos (ver
diamantes verdes y circulos rojos abiertos en figura 4.8 A (iii)), no siguieron un

comportamiento de recuperacion monoexponencial, a diferencia de los

controles.
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Figura 4.8- La recuperacion de ETAP depende de un proceso endocitico rapido: ensayos de
interferencia molecular. (A) (i) Promedio de endocitosis registradas en 13 células individuales, las
cuales fueron medidas 5 minutos después del establecimiento de la configuracién whole cell. El
decaimiento de la capacitancia de membrana fue ajustada a una ecuacidon de decaimiento

monoexponencial (t= 1.65+0.02, R = 0.9883). (Leyenda sigue en la proxima pagina)
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(ii) Promedio (en rojo) de 11 registros de endocitosis obtenidas en el mismo numero de células, que
fueron expuestas a un anticuerpo monoclonal contra dinamina (anti-Dyn, concentracién 7 nm)
dializado a través de la pipeta de patch por 5 minutos. El trazado en gris claro representa el promedio
de 5 células tratadas con el mismo anticuerpo previamente inactivado por calor (anti-Dyn HI). (iii)
Representacion de la recuperacion de ETAP en tres condiciones experimentales: cuando las
mediciones fueron desarrolladas 5 minutos después del establecimiento de la configuracion whole cell
(circulos negros), cuando el anti-Dyn se agreg6 a la solucién interna (circulos rojos abiertos), y cuando
el anti-Dyn se agregé a la solucién interna y el RRP se deprimié por el protocolo representado en la
figura 4.6 A (ii) (diamantes verdes). Para una comparacion visual, el ajuste de la curva obtenida en la
condicion control (tomada desde la figura 4.5 B) se muestra en lineas punteadas. (B) (i) Esta figura
representa el promedio (en rojo) de los registros endociticos medidos en 11 células individuales, en
las que el péptido GST-Dynsgy9-842 (concentracion 30 uM) se dializé por 5 minutos previos al comienzo
de las mediciones. El trazado gris representa el promedio de 6 células dializadas con un péptido
mutado al que llamamos GST-Dyn-mut, el cual no es capaz de interaccionar con proteinas SH y por lo
tanto no puede desplazar a dinamina. (ii) Recuperacion de ETAP en presencia de GST-Dynsgpg.g42
(circulos rojos). La linea punteada representa el ajuste de la curva obtenida en condiciones control. La
estadistica para evaluar la recuperacion de ETAP para todas las condiciones representadas en esta
figura se incluyen en la tabla 4.1. Para corroborar el efecto de los tratamientos descritos sobre la
endocitosis, evaluamos la endocitosis relativa (calculada como el cociente entre la endocitosis medida
entre los 1000 y los 1100 milisegundos posteriores al PAsim y la exocitosis sincrénica previa) para
cada experimento individual. Para este andlisis se tomaron solamente los experimentos controles y los
tratamientos que fueron obtenidos en los mismos cultivos celulares. Segun este analisis, los dos
tratamientos, GST-Dyn y Anti-Dyn, provocaron una inihibicion significativa de la endocitosis respecto a
los controles, obteniendo valores de 0.11 + 0.04 (n=8; p<0.0001), 0.06 + 0.05 (n=7; p<0.0001), y 0.81

+ 0.04 (n=6), respectivamente. Los datos estan expresados como valores promedios * error estandar.

Posteriormente, estudiamos la recuperacion de ETAP a 1.8 mM
[Ca®*]e /70 uM [EGTAYJi. Dicha concentracién de Ca®* es aproximadamente la
fisiologica, y esta menor concentracion de EGTA aproxima mejor el rango de
capacidades buffer calculado en células cromafines (Neher et al., 1992;
Marengo y Monck, 2000). Tal como se indico, en estas condiciones
experimentales (figura 4.2 A (ii) y B (ii)), l1as lca2+ y los ACm fueron menores
(247+21 pA; 8x1 fF; n=14) que los obtenidos en nuestras condiciones estandar.
Sin embargo, frente a la aplicacion de un PAs, observamos nuevamente la
presencia de un proceso endocitico rapido, con cinética similar a la observada
en condiciones estandar, y que compensd completamente a la exocitosis
precedente (figura 4.9 A (i) y (ii)). Finalmente, observamos que la recuperacion

de ETAP fue también rapida (figura 4.9 B (iii), circulos negros), con un una
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cinética comparable a la ya descripta en condiciones estandar.

Previamente habiamos descrito que la aplicaciéon de anti-Dyn o GST-Dyn
reduce las lca2+ en aproximadamente un 30%. Reanalizamos el efecto de estos
dos tratamientos en presencia de una solucion interna con 70 uM de EGTA,
pero modificando el Ca** externo de modo de conservar Icaz+ Similares en los
tres grupos experimentales (control, anti-Dyn y GST-Dyn). Bajo este objetivo,
en un primer grupo de experimentos se midieron las lca2+ €n células dializadas
con anti-Dyn e incubadas en presencia de 1.8, 3y 5 mM de [Ca*‘]e. En dichas
condiciones, se obtuvieron lcao+ de 143,2+17.3 (n=5), 206.6+43.2 (n=5) y
269143 pA (n=5) respectivamente. Se puede ver que la aplicacion de anti-Dyn
en 5 mM [Ca®*]e/70 uM de EGTA permitid obtener Icao+ Similares a las del
control respectivo (a 1.8 mM de [Ca®‘le). La lcao+ para GST-Dyn en 5 mM
[Ca®*1e/70 uM de EGTA resulto ser de 248+24 pA (n=4), también muy similar al
control. Por lo tanto, se evalu6 el efecto de anti-Dyn y de GST-Dyn sobre la
endocitosis y la recuperacion de ETAP en células expuestas a 5 mM [Ca?*]e/70
uM de EGTA. Como se muestra en la figura 4.8 B, la aplicacion de ambas
proteinas a 5 mM Ca®" extracelular/70 pM EGTA interno inhibié la endocitosis
rapida y retardd significativamente la recuperacion de ETAP (figura 4.9 B (iii),
circulos rojos para anti-Dyn y verdes para GST-dyn), al igual que lo descrito

previamente (figura 4.8).

Los distintos experimentos presentados en esta seccion permiten
concluir que las células cromafines exhiben un mecanismo endocitico rapido
dependiente de dinamina, y que este mecanismo esta asociado a la

recuperacion de las vesiculas que se liberan frente a un potencial de accion.

115



Resultados |

4
AC i (1F)
£

Exa Enda

3

(11) Mwlﬂ

- W

0 2 H H 3 10
Tiempo (s}

Figura 4.9- Recuperacion de ETAP en una [Ca2+]e y una capacidad buffer de [EGTA]i que se
aproximan a las fisiolégicas. (A) Los experimentos de la figura 4.8 se repitieron usando 1.8 mM [Ca2+]e
/ 70 uM [EGTA]i. (i) La figura representa el promedio de registros de capacitancia de 14 células
independientes. El decaimiento en la sefial de capacitancia, asociado a la endocitosis, se ajustd a una
ecuacion de decaimiento monoexponencial (t = 0.77+0.06 s; R > 0.9783). (ii) El diagrama de barras
representa las amplitudes de la exocitosis (Exo) y la endocitosis subsecuente (Endo), estimadas en estos
experimentos, las que no fueron estadisticamente diferentes. (B) (i) y (i) Promedio de registros
endociticos obtenidos luego de la didlisis con anti-Dyn (n=7) o GST-Dyn829-842 (n=5). (iii) Recuperacion
de ETAP a 1.8 mM [Caz"]e /70 uM [EGTA]i (circulos negros), y en presencia de anti-Dyn (circulos rojos)
y de GST-Dyngag.842 (Circulos verdes) en 5 mM [Ca2+]e / 70 uM [EGTAJi. El promedio de los experimentos

control se ajusto (linea punteada) a una funcidon de crecimiento monoexponencial de la forma R = R, +
-t
A (1 — eT), obteniendo un valor Ro a tiempo cero de 0.15 + 0.07, una asintota A de 0.87+0.07, una

constante temporal t de 1.04+0.20 s, y un coeficiente de correlacion R > 0.9867. Cada punto
experimental representa el promedio de al menos 6 mediciones independientes para cada tratamiento.
Los valores de recuperacion relativos a cada tiempo se compararon por ANOVA y contrastes de
Bonferroni (*p < 0.05; **p<0.001; ***p<0.0002). Para corroborar el efecto de los tratamientos descritos
sobre la endocitosis, evaluamos la endocitosis relativa (calculada como el cociente entre la endocitosis
medida entre los 1000 y los 1100 milisegundos posteriores al PAsim y la exocitosis sincronica previa)
para cada experimento individual. Para este analisis se tomaron solamente los experimentos controles y
los tratamientos que fueron obtenidos en los mismos cultivos celulares. Segun este analisis, los dos
tratamientos, GST-Dyn y anti-Dyn, provocaron una inihibiciéon significativa de la endocitosis respecto a
los controles, obteniendo valores de 0.17 + 0.09 (n=8; p<0.0001), 0.08 + 0.03 (n=7; p<0.0001), y 0.74 +

0.05 (n=5), respectivamente. Los datos estan expresados como valores promedios * error estandar.
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4.5 EXOCITOSIS SINCRONICA DURANTE ESTIMULACION
REPETITIVA CON PASgy

La velocidad de recuperacion de los pools vesiculares es critica para la
mantencion de la exocitosis durante estimulaciones repetitivas (Voets et al.,
1999). Los experimentos de las secciones anteriores indican que ETAP se
recupera en un periodo de tiempo muy corto en comparacién a reportes previos
para otros pools vesiculares (Moser et al., 1997; Voets et al., 1999). En base a
la constante temporal estimada (tr = 0.73 s), se puede predecir que la
exocitosis inducida por un potencial de accion se mantendra aproximadamente
constante a lo largo del tren si las células se estimulan a frecuencias inferiores
a 0,5 Hz (intervalo entre estimulos > 3 t). Para evaluar esta prediccion, se
aplicaron trenes de 7 PAsm a 0.2, 0.5, 2 y 5 Hz, y se analizd la exocitosis
sincronica (definida en Métodos, pagina 85) en respuesta a cada estimulo. De
acuerdo a los estimado, los resultados representados en la figura 4.10 indican
que esta exocitosis se mantiene estable durante la aplicacion de trenes de
PAsim a una frecuencia de 0,2 Hz (figura 4.10 A (i), y circulos negros en figura
410 B). A 0,5 Hz se evidencio una leve caida de este parametro
(aproximadamente 20%, p<0.05) en el segundo PAsm, Y luego se mantuvo
constante a lo largo del tren (ANOVA entre el 2%°, 3%, 4 5% 6 y 7™ estimulo
no fue significativa, p > 0.85; circulos negros en figura 4.10 C). Sin embargo, la
aplicacion de trenes a 2 Hz provocd mas del 50% de disminucidn en la
exocitosis sincrénica (circulos negros, figura 4.10 D), y la aplicacion de 5 Hz
redujo la exocitosis hasta casi el 10 % del valor inicial (circulos negros, figura
4.10 E). Estos resultados, en su conjunto, estan de acuerdo con la cinética de
recuperacion determinada para ETAP (figura 4.5 B), sugiriendo que este
proceso de recuperacion seria suficiente para mantener la exocitosis sincronica
a bajas frecuencias de estimulacién, pero no podria mantenerla a frecuencias

mayores.
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Figura 4.10- Efecto de la frecuencia de estimulaciéon y de la inhibicién de la dinamina sobre la
exocitosis sincronica durante trenes cortos de PAgin. (A) Registros representativos de cambios de
capacitancia durante trenes cortos de PAsim @ 0.2 (i) y 2 Hz (ii). B,C D y E: Cambios sincrénicos de
capacitancia obtenidos entre el 1* y el 7™ PAgsn en trenes aplicados en condiciones control (circulos
negros) y en presencia de anti-Dyn (circulos rojos) para 0.2, 0.5, 2 y 5 Hz, respectivamente. (*p<0.05;
**p<0.02; y ***p<0.005 representan la significancia estadistica entre el control y los tratamientos con anti-
dyn para cada estimulo aplicado). Las mediciones obtenidas en cada experimento individual fueron
normalizadas respecto a la exocitosis inducida por el 1% PAgm del tren. Los diagramas de barra
representan los valores absolutos de las exocitosis sincrénicas inducidas por el 1% PAsim, en condiciones
control y en presencia del anticuerpo. Estos valores fueron estadisticamente similares. El nimero de
experimentos en cada condicién esta representado entre paréntesis en la base del diagrama de barras.

Los datos estan expresados como valores promedios + error estandar.
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Con el objetivo de investigar el efecto del bloqueo de la endocitosis
rapida sobre la mantencion de la exocitosis sincronica frente a trenes de PAgin,
agregamos el anti-Dyn a la solucion interna, y después de 5 minutos aplicamos
los trenes de PAgm a las frecuencias descritas. Es importante mencionar que la
administracion del anticuerpo no afectd los valores absolutos de las exocitosis
registradas durante los primeros PAgn respecto a la condicion control
(diagrama de barras en figuras 4.10 B, C, D y E). Los circulos rojos en las
figuras 4.10 B, C, D y E representan las exocitosis sincrénicas asociadas a
estos experimentos. Los resultados muestran que la administracion del
anticuerpo provocod una marcada y sostenida disminucion de la exocitosis
sincronica a 0,2 y 0,5 Hz, la cual se hace significativa respecto a los
experimentos control desde el segundo PAgm en adelante (figuras. 4.10 By C).
Por otro lado, a 2 Hz, la aplicacion de anti-Dyn aceler¢ significativamente la
caida de la exocitosis sincronica durante el tren, pero los valores finales fueron
similares al control, mientras que a 5 Hz el anticuerpo no provocé diferencias
significativas respecto del control en ninguno de los puntos (figuras. 410Dy E,
ver las leyendas de las figuras para los analisis estadisticos). Estos resultados
indican que la endocitosis dependiente de dinamina es importante para el
mantenimiento de las exocitosis sincronica a frecuencias bajas, préximas a las

basales que operan en células cromafines.

Finalmente, analizamos la respuesta exocitica sincronica frente a la
estimulacién con trenes de PAgm en presencia de 5 mM [Ca*le / 70 uM
[EGTA]i. En estos experimentos, la exocitosis sincronica se mantuvo estable
durante la aplicacion de trenes a 0.2 Hz, y disminuyé moderadamente a 0.5 Hz.
Por el contrario, a 2 Hz observamos un decrecimiento notorio de la exocitosis
sincrénica que alcanz6 aproximadamente el 35% del valor inicial. Por otra
parte, y al igual que los experimentos del apartado anterior, la aplicacién del
anti-Dyn afecto significativamente la mantencion de la exocitosis sincronica a
bajas frecuencias de estimulacion (0.2 y 0.5 Hz, figura 4.11 A y B), mientras

que a 2 Hz no se observaron diferencias significativas.
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Figura 4.11 - Efecto de la frecuencia de estimulacion y de la inhibicion de la dinamina sobre la
exocitosis sincronica durante trenes cortos de PAgim en células expuestas a una [Ca2+]e y una
capacidad buffer de [EGTA]; que se aproximan a las fisioldgicas. (A,B y C)(i) Cambios sincrénicos
de capacitancia obtenidos entre el 1%y el 7™ PAgm en condiciones control (1.8 mM [Ca®‘le / 70 uM
[EGTAIi) (circulos negros) para 0.2, 0.5y 2 Hz, respectivamente. En presencia del anticuerpo anti-Dyn
(circulos rojos) se utilizé la condicién 5 mM [Ca2+]e / 70 uM [EGTA]i. *p<0.05; **p<0.01; and ***p<0.001
representa la significancia estadistica entre los controles y anti-Dyn para cada estimulo aplicado. Las
mediciones obtenidas en cada experimento individual fueron normalizadas respecto a la exocitosis
inducidas por el 1°" PAsim del tren. (ii) Los diagramas de barras representan los valores absolutos de la
exocitosis sincrénica inducida por el 1% PAgn del tren, en condiciones control y en presencia del
anticuerpo. Estos valores fueron estadisticamente similares. El niumero de experimentos en cada
condicion esta representado entre paréntesis en la base del diagrama de barras. Los datos estan

expresados como valores promedios * error estandar.
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4.6 LIBERACION DE CATECOLAMINAS EN RESPUESTA A
TRENES DE PAgy A BAJA FRECUENCIA

Con el objetivo de demostrar que los cambios sincronicos de
capacitancia obtenidos frente a PAsim (ya sea de manera aislada o en trenes)
estaban asociados a la liberacion de catecolaminas, se llevaron a cabo
experimentos de amperometria. Gracias a su alta sensibilidad, esta técnica es
capaz de registrar la liberacién extracelular de catecolaminas de vesiculas
individuales (métodos, seccion 3.4). Estos experimentos fueron realizados en
células cuyo potencial de membrana se control6 a través de un microelectrodo
de patch clamp, mientras un segundo electrodo, de fibra de carbono, registraba
los corrientes amperométricas. Las células fueron estimuladas con trenes de 12
PAsm @ una frecuencia de 0.2 Hz, en presencia de 1.8 mM [Ca*']le / 70 uM
[EGTA]i, de modo de aproximar condiciones mas fisioldgicas. La figura 4.12 A
ilustra trazados representativos de espigas amperomeétricas obtenidas bajo
estas condiciones experimentales. Es importante remarcar que solamente se
registraron las espigas que ocurrian durante el estimulo o los 50 ms posteriores
al mismo, lo cual entra en nuestra definicién de exocitosis sincréonica (métodos,
pagina 85). La figura 4.12 B representa un histograma de la frecuencia de
eventos amperométricos registrados por célula respecto del estimulo aplicado a
los largo del tren. Solamente se consideraron las células que respondieron al
menos minimamente a los estimulos aplicados. La frecuencia de eventos oscild
entre 0.2 y 0.45 por PAgn. Tales valores se encuentran en el rango de las
estimaciones reportadas por Neher y colaboradores (Haller et al., 1998). Estos
experimentos confirman, por medio de una técnica alternativa, que la exocitosis
sincronica en respuesta a PAgn se mantiene a bajas frecuencias de
estimulacién. Por otro lado, también demuestra que la exocitosis sincrénica

registrada esta asociada a vesiculas que contienen catecolaminas.
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Figura 4.12- Deteccion de espigas amperométricas sincrénicas en respuesta a la estimulacién
con PAsim. Las células fueron estimuladas con trenes de 12 PAsm a una frecuencia de 0.2 Hz, en
presencia de 1.8 mM [Ca2+]e / 70 uM [EGTA]i. (A) Ejemplos representativos de espigas amperométricas
obtenidas a diferentes PAsim a lo largo de los trenes. Las cabezas de flecha indican donde se aplico el
estimulo. (B) Histograma de frecuencia de espigas amperométricas a lo largo del tren. Estos datos
fueron obtenidos de un total de 34 células. Los datos estan expresados como el nimero total de eventos
amperométricos detectados en un determinado PAsim, sobre el nimero de células en donde se registro al

menos una espiga amperométrica.

4.7 LA EXOCITOSIS DE ETAP DEPENDE PARCIALMENTE DE UN
MECANISMO INDEPENDIENTE DE lca2+

Los resultados presentados en la figura 4.4 indican que las vesiculas de
ETAP forman parte del IRP. Por otro lado, trabajos previos de nuestro
laboratorio demostraron que las vesiculas del IRP estan acopladas
principalmente a la entrada de Ca** a través de los canales de Ca** tipo P/Q,
ya que el bloqueo farmacoldgico de estos canales o su ablacibn molecular
inhibian el 75% de la exocitosis asociada a dicho pool (Alvarez et al., 2008). Sin
embargo, también es necesario mencionar que del 25% restante, sélo una
pequefia porcion era dependiente de otras corrientes de Ca®", y que frente al
bloqueo total de Ila lcap+ aun persistia una exocitosis residual de

aproximadamente 4 fF (Alvarez et al., 2008). En la misma direccion, el
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agregado de w-agatoxina IVA inhibié mas del 60% de la exocitosis disparada
frente a la aplicacion de un PAgm, pero nuevamente dejando un remanente de
aproximadamente 4 fF (Tesis Doctoral de Yanina D. Alvarez, 2011). Partiendo
de dichos resultados, en esta seccidbn nos propusimos reanalizar la
dependencia de la exocitosis asociada a PAgn, con la lca2+ total, de modo de
confirmar o no la presencia de una supuesta exocitosis independiente de dicha

corriente, y a la vez evaluar que porcentaje del total representa.

Como primera estrategia, se agregaron toxinas y drogas que bloquean
especificamente los canales de Ca®" presentes en nuestro preparado. El
agregado aditivo de w-agatoxina IVA (200 nm), Nitrendipina (10 uM), y SNX-
482 (1 uM), para bloquear selectivamente los canales de tipo P/Q, Ry L gener6
la inhibicion total de las lca2+, persistiendo sin embargo un remanente de

exocitosis similar al descrito previamente (figura 4.13 A (i) y B).
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Figura 4.13- Exocitosis sincrénica disparada por PAgi, individuales en ausencia de fuentes
extracelulares de Ca®". (A) Registros representativos de los cambios de capacitancia que se producen
frente a la aplicacion de un PAgin en presencia de un coctel de toxinas compuesto por w-agatoxina IVA
(200 nm), Nitrendipina (10 pM), y SNX-482 (1 uM), las cuales son bloqueantes especificos de los canales
de Ca** de tipo P/Q, L y R respectivamente (i); del mismo coctel mas 100 uM de CICd (ii); y en una
solucion de cero Ca** extracelular nominal (iii). (B) El grafico de barras representa los promedios de las
exocitosis obtenidas en las tres condiciones experimentales mencionadas arriba. Los datos estan

expresados como valores promedios * error estandar (n = 8 para cada tratamiento experimental).
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Luego, durante los mismos experimentos, y con el propésito de eliminar
cualquier lca2+ residual que estuviese por debajo de la resolucion de nuestros
registros, se agregd CICd (100 uM), observandose la persistencia de una
fraccidon de ACm de aproximadamente 5 fF (figura 4.13 A (ii) y B). Finalmente,
como tercera estrategia, se elimino el Ca®* de la solucion extracelular. En esta
condicion también se registraron cambios significativos de capacitancia (figura

4.13, A (iii) y B) similares a los obtenidos en las otras dos condiciones.

Estos experimentos sugieren que una fraccion importante de ETAP se asocia a

un mecanismo de acople estimulacion-secrecion que no depende de la lcao-.
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5. DISCUSION |

Esta tesis se enmarca en el estudio de los mecanismos que contribuyen
al desarrollo y sostenimiento de la exocitosis altamente acoplada en células
cromafines. Mas particularmente, se analizaron mecanismos asociados al
disparo y mantenimiento de la exocitosis en respuesta a potenciales de accién
aplicados de manera aislada o a baja frecuencia. Dada la poca entrada de Ca**
que se induce durante un PA Unico, seria esperable que la exocitosis en estas
condiciones dependa de vesiculas altamente acopladas al estimulo (Olivos Ore
et al., 2004), y que la recuperacion de las mismas sea suficientemente rapida

como para satisfacer las frecuencias fisioldgicas (Fulop et al., 2005).

En esta primera seccion, se analizaron los mecanismos de recuperacion
de la exocitosis altamente acoplada al estimulo, y la importancia de los mismos
en el mantenimiento de la secreciébn a bajas frecuencias. La motivacion
principal para abordar este tema de estudio surge del poco conocimiento que
se tiene hasta ahora, y de la importancia de descifrar los mecanismos que
intervienen en la recuperacion de las vesiculas secretoras cuando el organismo

esta en un tono simpatico basal.

Los resultados de esta seccion indican que el sostenimiento de la
exocitosis altamente acoplada depende de dos mecanismos. El primero de
ellos, sostiene que la recuperacién de las vesiculas que se liberan frente a un
potencial de accién (ETAP) depende de la transferencia vesicular desde un
pool que esta ubicado rio arriba. Mientras que el segundo, plantea que la
recuperacion depende de un proceso endocitotico rapido, dependiente de
dinamina. Los resultados de esta tesis no permiten discernir si este segundo
mecanismo es independiente del primero, y si en ese caso esta asociado a un
ciclado vesicular corto in situ al estilo kiss and run, o si ambos mecanismos
forman parte de un solo proceso de recuperacion. Este y otros aspectos seran

discutidos en esta seccion.
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5.1 ETAP REPRESENTA UNA SUBPOBLACION DE VESICULAS
DEL IRP

El IRP es un pool de vesiculas altamente acoplado a los CCDV, que se
libera rapidamente en respuesta a la aplicacion de pulsos despolarizantes
breves (Alvarez et al., 2013; Horrigan et al., 1994; Voets et al., 1999). IRP
consta de una poblacion vesicular pequena, de 20-30 vesiculas (Alvarez et al.,
2008; Alvarez et al., 2011; Fulop et al., 2005), mientras que el total de vesiculas
liberables de las células cromafines ronda en 2000 vesiculas (Voets et al.,
1999). Por tal razon, la contribucion relativa de IRP a la exocitosis inducida por
altas frecuencias de estimulacidn o despolarizaciones prolongadas, que
promueven indiferenciadamente la exocitosis de vesiculas altamente o
pobremente acopladas a los CCDV, es practicamente despreciable (Chow et
al., 1992; Voets et al., 1999; Zhou et al., 1995). Por el contrario, la exocitosis
inducida por potenciales de accion aislados puede ser explicada enteramente
por vesiculas que forman parte de IRP (figura 4.4). Considerando el valor de
ETAP promedio que obtuvimos en nuestros experimentos, aproximadamente
11 fF, y dado que la capacitancia estimada para una vesicula secretoria de
células cromafines de raton es 1.3 fF (Moser et al., 1997), ETAP equivaldria a
aproximadamente 8 vesiculas, lo que corresponde a aproximadamente el 40%
del total del IRP. Sin embargo, cuando analizamos la recuperacién de ETAP
(figura 4.5), nuestros resultados indicaron que este grupo de vesiculas no se
comporta como el IRP total. ETAP se recuperd con una cinética muy rapida (1=
0.73 s, figura 4.5), aproximadamente un orden de magnitud mas rapido que la
recuperacion del IRP. En resumen, ETAP representaria un pequefio y rapido
componente de liberacion, que se recupera rapidamente, tal como se ha
propuesto en otras terminales sinapticas (Cho et al., 2011). Potencialmente
entonces, seria un pool vesicular capaz de responder consistentemente a

potenciales de accién aplicados a bajas frecuencias.
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5.2 ETAP Y SU RELEVANCIA EN EL SOSTENIMIENTO DE LA
EXOCITOSIS ALTAMENTE ACOPLADA

En un trabajo reciente, se estimdé un tiempo caracteristico de
recuperacion para IRP de 7.5 segundos (Moya-Diaz et al., 2016). Este ultimo
dato es consistente con reportes previos de cinéticas de recuperacion para el
IRP y el RRP en células cromafines y en terminales sinapticas (Moser et al.,
1997; Voets et al., 1999; von Gersdorff et al., 1994). Esta constante temporal
indica que la recuperacion del IRP no se completa en menos de 20 segundos vy,
por lo tanto, frecuencias de disparo mayores a 0.05 Hz provocarian la
depresion de este pool. Estas estimaciones sugieren que la cinética de
recuperacion del IRP no es compatible con las frecuencias fisioldgicas a las
que operan las células cromafines, cuyo rango oscila entre 0.2 y 20 Hz (Chan
et al., 2001; Kidokoro et al., 1980).

Por otro lado, la cinética de recuperacion de ETAP resultd ser
aproximadamente 10 veces mas rapida que la del IRP (t= 0.73 s, figura 4.5).
Esto implica que la recuperacion de ETAP deberia practicamente completarse
en 2 segundos, lo que seria suficiente para sostener la liberacidn sincronica de
este pool de vesiculas en respuesta a trenes de potenciales de accidn
aplicados a frecuencias inferiores a 0,5 Hz. Esta prediccién se ajusta a los
resultados obtenidos en las figuras 4.10 y 4.11, donde la aplicacién de trenes
de PAgm a frecuencias inferiores a 0.5 Hz permite el sostenimiento de la
exocitosis sincronica, mientras que la aplicacion de trenes a 2 Hz genera la
caida de esta exocitosis, alcanzando casi el 40% de su valor inicial.
Finalmente, la aplicacion de PAgm a una frecuencia de 5 Hz deprimio
completamente el sostenimiento de a exocitosis sincronica. Estos resultados,
indican que la recuperacion de ETAP por si misma seria suficiente para
sostener la exocitosis sincronica a bajas frecuencias de PA nativos en

condiciones fisioldgicas basales (Chan et al., 2001; Kidokoro et al., 1980).

Sin embargo, es importante considerar que en condiciones fisioldgicas
algunos factores podrian aun acelerar mas la cinética de recuperacion de

ETAP y de IRP, tales como la concentracion de Ca®*citosdlico (Smith et al.,
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1998), la actividad PKC (Gillis et al., 1996), Doc2b (Pinheiro et al., 2013), CAPS
(Liu et al., 2008), NCAM (Chan et al., 2005a) y la temperatura (Dinkelacker et
al., 2000). Respecto a este ultimo factor, debemos considerar que los
experimentos de esta tesis se desarrollaron a temperatura ambiente (22-25°C).
En ese sentido, en células cromafines se observé que temperaturas de 37°C
aceleraban la velocidad de recuperacion del RRP casi 3 veces respecto a una
temperatura de 25°C (Dinkelacker et al., 2000). Tomando este valor como
referencia y considerando nuestros resultados, podria especularse que el
tiempo caracteristico de la recuperacion de ETAP se aceleraria marcadamente
a temperaturas fisiolégicas. Esto permitiria a las células responder de manera
sostenida a frecuencias mayores a las reportadas en este trabajo. Los posibles
mecanismos de regulacion que pueden intervenir en la recuperacion de ETAP

deberan ser investigados en futuros trabajos.

5.3 MECANISMOS ASOCIADOS A LA RAPIDA RECUPERACION DE
ETAP

La presencia de un mecanismo eficiente de recuperacion vesicular es
necesaria para sostener la liberacion de catecolaminas durante la aplicacion
repetitiva de potenciales de accion. Esto se debe cumplir incluso a bajas
frecuencias de estimulacién, cuando el organismo se encuentra en un tono

simpatico basal.

En esta tesis consideramos tres hipodtesis alternativas que podrian
explicar la rapida recuperacién de ETAP. La primera de ellas postula que ETAP
se rellena directamente desde vesiculas que forman parte del IRP. La segunda
sostiene que ETAP se recupera directamente desde la transferencia de
vesiculas del RRP. Finalmente, una tercera posibilidad considera que el
proceso endocitético subsecuente a ETAP seria la primera etapa de la rapida
recuperacion de este pool de vesiculas, probablemente a través de un ciclado

corto in situ.
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Figura 5.1- En esta tesis proponemos que en células cromafines, la exocitosis de una subpoblacion de
vesiculas del IRP es liberada en respuesta a un potencial de accion (ETAP). Este grupo de vesiculas es
recuperado rapidamente a través de dos mecanismos: (1) A través de la transferencia de vesiculas
desde el RRP y por un proceso endocitico rapido que depende de dinamina (fast endocytosis). Esta
endocitosis rapida podria permitir la recuperacion de las vesiculas a través de un mecanismo asociado al
kiss and run (2) (Fulop et al., 2005). Alternativamente, dicha endocitosis rapida podria contribuir a la
reestructuracion de los sitios de liberacion luego de la exocitosis, y a su vez rellenar un pool vesicular
mayor rio arriba, desde donde ETAP finalemente se recuperaria (Hosoi et al., 2009). Estos mecanismos
podrian explicar la exocitosis sostenida a frecuencias de potenciales de accion basales en el contexto

fisiologico. EI RRP podria también suministrar vesiculas, con una cinética lenta (3), al resto del IRP.

La primera hipotesis fue descartada debido a que ETAP mantuvo una
cinética muy rapida de recuperacion cuando se deprimio el IRP, que no difirié
de la condicién control (figura 4.6, circulos negros). Por el contrario, la
depresion del RRP retardé significativamente la recuperacion de ETAP (Figura
4.6 (circulos blancos), Tabla 4.1), sugiriendo que la recuperacién de este pool
vesicular se explicaria, al menos en parte, por la transferencia de vesiculas
directamente desde el RRP (flecha (1), en figura 5.1). En concordancia con
estos resultados, trabajos en rodajas de médula adrenal demostraron que las
vesiculas que forman parte del IRP se pueden recuperar desde el RRP (Chan
et al., 2005b). Sin embargo, los resultados de la figura 4.6 muestran que,

incluso luego de deprimir el RRP, la recuperacion de ETAP sigue siendo mas
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rapida que la recuperacion del IRP total. Esta observacion sugirié que, ademas
de la transferencia de vesiculas desde el RRP, otro mecanismo estaria

involucrado en la rapida recuperacion de ETAP.

La exocitosis inducida por un PAgn fue seguida por una rapida caida de
la sefial de capacitancia (figura 4.7). Dicho proceso presentd en promedio un
tiempo caracteristico de 530 ms, resultando en la completa compensacién de la
exocitosis previa (figura 4.7 A y 4.10). Este fendbmeno es muy similar a la
endocitosis rapida descrita previamente por el grupo de Corey Smith (Chan et
al., 2003a; Chan et al., 2001). Dichos autores establecieron que la estimulacién
con potenciales de accion unicos, o a bajas frecuencias, generaban una
robusta internalizacion de la membrana plasmatica que evolucionaba con una
constante de 560 ms, y que en términos cuantitativos, recuperaba la misma
cantidad de vesiculas a las previamente fusionadas (Chan et al, 2001).
Ademas, estos autores reportaron que esta endocitosis rapida es inhibida por
las altas frecuencias, o por Ca®* con una K igual a 605 nM. Segun los
mismos autores, esta inhibicion se hacia maxima a una frecuencia de 2 Hz, lo
cual provoca que la endocitosis no pudiese compensar la exocitosis previa. Sin
embargo, a frecuencias mayores se evidenciaba una recuperacion de la
endocitosis, gracias a la activacibn de un mecanismo diferente de
internalizacibn de membrana, que era dependiente de la acumulacion de
Ca® residual y estaba asociado a la via de sefializacion de la calcineurina
(Chan et al., 2003a; Chan et al., 2001).

La similitud entre el tiempo caracteristico de recuperacion de ETAP y el
tiempo caracteristico de la endocitosis rapida, nos llevé a pensar que este
ultimo proceso podria representar un primer paso en la rapida recuperacion de
las vesiculas liberadas frente a un PAsm. Para poner a prueba esta hipotesis
decidimos inhibir esta endocitosis de diferentes maneras, y evaluar la cinética

de recuperaciéon de ETAP para ver si ambos procesos se correlacionaban.

En primer lugar se realizaron dos tratamientos farmacoldgicos, los
cuales estan representados en la figura 4.7. Ambos tratamientos provocaron un
moderado enlentecimiento de la endocitosis asociada a ETAP, y un modesto

retardo de la recuperacién de este pool de vesiculas. En estos experimentos
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utilizamos el blogueante especifico de los canales de Ca** tipo L, Nitrendipina,
ya que se ha descrito que este canal de Ca®" esta asociado al desarrollo de
endocitosis rapida en células cromafines bovinas (Rosa et al., 2011); datos no
publicados de nuestro laboratorio que forman parte de la tesis de Verodnica
Belingheri). En otro grupo de experimentos utilizamos dynasore: un inhibidor
del dominio con actividad GTPasa de la dinamina (Tsai et al., 2009). Sin
embargo, durante los ultimos afios se demostré que el efecto del dynasore
sobre la dinamina no es del todo especifico, y que su administracion tiene
efectos secundarios sobre otras funciones celulares. Por ejemplo, se sabe que
inhibe la Ica2+ (Tsai et al., 2009); esta Tesis), lo cual per se puede afectar la
endocitosis. Por otro lado, algunos autores sostienen que el dynasore reduce la
labilidad del colesterol en las membranas plasmaticas, desestabiliza la
formacion de redes de actina y afecta la organizacion de los rafts lipidicos
(Preta et al., 2015; Yamada et al., 2009). Por lo tanto, es posible que los
efectos observados en este grupo de experimentos estén contaminados con
alguno/s de estos efectos secundarios. Resumiendo, mas alla de la falta de
especificidad o no de los tratamientos utilizados, podemos concluir que un
cierto enlentecimiento de la endocitosis se asocié con un moderado retardo de
la recuperacion. Estos resultados ademas se vieron reforzados por otro grupo
de experimentos en los cuales se observo que, luego del rundown parcial de la
endocitosis, se retardaba también moderadamente la recuperacion de ETAP
(figura 4.8 A, Tabla 4.1). Sin embargo, era evidente que para poder consolidar
mas nuestra hipotesis era necesario buscar maneras de inhibir mas

robustamente a la endocitosis.

La administracion del anticuerpo monoclonal anti-dinamina (Artalejo et
al., 2002) o del péptido GST-Dyns29-s42(Fulop et al., 2008; Shupliakov et al.,
1997) resultaron en la completa inhibicidon de la endocitosis rapida asociada a
ETAP. Ademas, estas intervenciones retardaron severamente la recuperacion
de este pool de vesiculas (figuras 4.8 y 4.9). Estos resultados indican que la
recuperacion de ETAP esta acoplada a un proceso endocitico rapido
dependiente de dinamina. Un modelo plausible, que se ajusta a estas
evidencias experimentales, considera la existencia de un mecanismo de

reciclado vesicular local, en donde las vesiculas se recuperan luego de una
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fusidn parcial transitoria (Cardenas et al., 2010, 2016). Se han descrito en la
literatura mecanismos de fusion de este tipo, como la cavicapture o el kiss and
run (Cardenas et al., 2010; Elhamdani et al., 2006a; Gonzalez-Jamett et al.,
2010). Experimentos de doble patch clamp en células cromafines
(manteniéndolas en simultaneo en configuracion wholle cell y cell attached),
demostraron que fusiones vesiculares transitorias al estilo kiss and run estan
asociadas al desarrollo de endocitosis rapidas (Elhamdani et al., 2006a).
Estudios realizados en un contexto mas fisioldgico, demostraron que la
estimulacién de rodajas adrenales con PA aislados o a bajas frecuencias
promueven fusiones vesiculares transitorias parciales, mientras que altas
frecuencias de estimulacion estan asociadas a fusiones vesiculares completas
(Fulop et al., 2005; Fulop et al., 2006). Por lo tanto, considerando nuestros
resultados y los antecedentes descritos en la literatura, una hipétesis posible es
que la estimulacion con PA individuales o a bajas frecuencias promueva
fusiones tipo kiss and run, que se endociten velozmente en forma intacta, lo
que explicaria la rapida recuperacion de ETAP (flecha (2), en figura 5.1). En
este contexto, la dinamina tendria un rol determinante durante la fision de las
vesiculas luego de la fusion transitoria, permitiendo la rapida recuperacion de
ETAP.

Aunque un mecanismo mediado por kiss and run es una hipdtesis
atractiva, desde nuestros resultados no podemos descartar la posibilidad de
que las vesiculas internalizadas por endocitosis rapida se fusionen rio abajo
con un endosoma intermediario, no liberable, desde donde se podrian generar
vesiculas liberables. En este sentido, algunos autores han propuesto que la
endocitosis rapida sirve en primer lugar para remover de las zonas activas de
liberacion a proteinas vesiculares que han sido agregadas durante la exocitosis
previa, restaurando la arquitectura de estos sitios. En simultaneo, la fraccion de
membrana internalizada por esta endocitosis se reciclaria hacia pools
vesiculares rio arriba, desde donde se generarian nuevas vesiculas maduras
liberables (Hosoi et al., 2009; Wu et al., 2014a).
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5.4 EL SOSTENIMIENTO DE LA EXOCITOSIS A BAJAS
FRECUENCIAS DE ESTIMULACION ESTA LIGADO A UN
MECANISMO DE ENDOCITOSIS RAPIDA DEPENDIENTE DE
DINAMINA

Nuestros resultados muestran que la recuperacion de ETAP esta
acoplada a un proceso endocitaético rapido. Por otro lado, los resultados de las
figuras 4.10 y 4.11 sugieren que el mantenimiento de la exocitosis sincronica
durante trenes de PAgn a frecuencias < 0.5 Hz es dependiente de dicho
mecanismo de recuperacion. Por lo tanto, hipotetizamos que la inhibicion de la
endocitosis rapida deberia afectar el sostenimiento de la exocitosis sincrénica
durante trenes de PAgm. En linea con esta hipodtesis, los resultados de esta
tesis indican que la introduccion de un anticuerpo monoclonal anti-dinamina
genera una disminucién significativa de la exocitosis sincronica durante la
aplicacién repetitiva de PAgin a bajas frecuencias (0.2 y 0.5 Hz). Por otro lado,
este mecanismo no tendria relevancia a altas frecuencias de estimulacion
(figura 4.10 y 4.11, trazados de 2 Hz y 5 Hz).

En resumen, en esta primera parte de la tesis demostramos que ETAP,
luego de ser deprimido, se recupera con una velocidad muy rapida, superior a
cualquier pool vesicular descrito hasta el momento en células cromafines. Esta
rapida recuperacion depende de la transferencia de vesiculas desde el RRP vy,
a la vez, de un proceso endocitético rapido (figura 5.1). Estos mecanismos
podrian, en principio, ser parte de vias independientes de recuperacioén. A favor
de esta esta hipotesis, observamos un efecto aditivo sobre la recuperacion de
ETAP cuando estos dos procesos fueron bloqueados en conjunto (figura 4.8
(iii), diamantes verdes). La recuperacion residual obtenida bajo esta condicidn
podria ser explicada por la depresién incompleta del RRP con el protocolo de
doble pulso de 100 ms, o por un proceso de translocacion vesicular lenta desde
pools que se encuentran rio arriba. Sin embargo, no podemos descartar la
posibilidad de que la endocitosis rapida y la transferencia de vesiculas desde el

RRP sean parte de la misma via.
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En condiciones de estrés, las células cromafines disparan potenciales de
accion a altas frecuencias, promoviendo la acumulacién de Ca®* residual y una
exocitosis masiva, en la cual la posicion de las vesiculas respecto de los CCDV
no es relevante (Duan et al., 2003). Tales frecuencias de estimulacion
favorecen la exocitosis asincrénica sobre la exocitosis sincronica (Zhou et al.,
1995). Por otro lado, en condiciones de reposo, la frecuencia de disparo de PA
es baja, el Ca®* no se acumula entre estimulos y la exocitosis estaria limitada a
vesiculas estrechamente acopladas a los CCDV (Alvarez et al., 2011; Duan et
al., 2003; Voets et al.,, 1999). Por lo tanto, es probable que la importancia
fisiologica del IRP resida en su alta eficiencia de acople entre estimulo y
exocitosis, que permitiria una secrecion eficiente a bajas frecuencias de disparo
de potenciales de accion (Cardenas et al., 2016; Olivos Ore et al., 2004). Si
este fuera el caso, el IRP necesitaria un mecanismo rapido de recuperacion
compatible con las frecuencias fisiolégicas basales de potenciales de accién.

La recuperacion rapida de ETAP podria ser la solucion a este problema.

La recuperacion de ETAP es lo suficientemente rapida para sostener la
exocitosis a frecuencias de disparo entre 0.2 y 05 Hz, que es
aproximadamente la frecuencia basal en células cromafines. Sin embargo, en
células cromafines in situ, algunas variables tales como variaciones de la
concentracién de Ca®" citosdlico, la temperatura, hormonas, citosinas y la
liberacion de otros compuestos activos, podrian modificar el transcurso
temporal de estos procesos (Gillis et al., 1996; Liu et al., 2008; Pinheiro et al.,
2013). En este contexto, pensamos que el entendimiento de los mecanismos
regulatorios y la identificacion de las variables que pueden controlar la rapida
recuperacion de ETAP deberian ser parte de futuras investigaciones en el
campo de la neurosecrecién. Por esta razon, actualmente en nuestro
laboratorio se estan desarrollando dos tesis doctorales que estan focalizadas
en identificar aquellos factores moleculares que regulan la liberacion y
recuperacion de los pools altamente acoplados en células cromafines, tales
como el IRP y ETAP.
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RESULTADOS I

6.1 CAMBIOS SINCRONICOS DE CAPACITANCIA (ACM)
INDEPENDIENTES DE LA ENTRADA DE CA%*

La hipodtesis clasica respecto de la secrecion de neurotransmisores y
neurohormonas desde la presinapsis y células neuroendocrinas, postula que
esta se dispara exclusivamente por una elevacion de las concentraciones de
Ca?* citosolico en la region del sitio activo, donde se ubican las vesiculas. Sin
embargo, a lo largo de los ultimos 30 afos se han propuesto mecanismos
alternativos a la exocitosis mediada por Ca?* en algunos modelos neuronales
(Hochner et al., 1989; Zhang et al., 2002; Zheng et al., 2009). Resultados
publicados previamente por nuestro grupo (Alvarez et al., 2008), y resultados
preliminares de esta tesis (ver seccidn anterior de resultados y figura 4.13),
sugieren la posibilidad de que un mecanismo diferente de disparo de la

exocitosis, independiente de la lca2+, podria operar en células cromafines.

Para evaluar esta hipotesis, se estudiaron en tres grupos independientes
de células los cambios sincrénicos de capacitancia (ACm) que se producian en
respuesta a pulsos cuadrados despolarizantes de 100 ms (desde un potencial
de holding de -80 mV hasta +10 mV). En el grupo control las células se
expusieron a una concentracion de Ca?* extracelular de 5 mM, mientras que un
segundo grupo de experimentos se realizd en ausencia de Ca** extracelular,
agregando ademas 1 mM de EGTA al medio externo con el propdsito de
controlar las trazas de Ca®". A este Ultimo tratamiento se lo denominé “solucion
libre de Ca®"”. Finalmente, un tercer grupo de células se expuso a
Ca?* extracelular 5 mM mas el agregado de CICd 100 uM. Se debe mencionar
que el Cd** es un bloqueante universal de los CCDV. En el primer caso,
observamos una lca2+ que esta de acuerdo con nuestros registros histéricos
(Icaz+ promedio de 174 +35 pA, ver trazado negro figura 6.1 A a modo de
ejemplo). Como es esperable, bajo las dos ultimas condiciones experimentales

no se registraron lca2+ medibles (figura 6.1 A, trazado rojo y azul). Sin embargo,
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para ambos tratamientos observamos un significativo ACm que fue sincrénico
con el estimulo aplicado (figura 6.1 B). Por otro lado, luego del aumento de Cm,
en todos los registros observamos una caida de la capacitancia con una
cinética similar a la endocitosis rapida descripta en la seccion anterior. Al
finalizar dicha caida, Cm alcanzé un valor similar a la linea de base previa a la

estimulacion.

Si el ACm observado en ausencia de Icq2+ esta asociado a la exocitosis
de vesiculas, es probable que su magnitud aumente la duracién del estimulo,
ya que este afectaria de manera creciente al pool vesicular involucrado. Para
analizar esta posibilidad se desarrollaron experimentos en donde se aplicaron
pulsos cuadrados despolarizantes de duracion variable (desde 3 a 400 ms). En
presencia de 5 mM de Ca?*, los ACm se incrementaron con la duracién del
estimulo, tendiendo a estabilizarse transitoriamente luego de los 50 ms. Esta
situacion podria estar asociada a la depresion del IRP (Alvarez et al., 2011).
Sin embargo, la aplicacion de pulsos mayores a 200 ms incrementaron
nuevamente los valores de ACm hasta valores marcadamente mayores (figura
6.1 C, barras negras). Este comportamiento bifasico de la exocitosis Ca*
dependiente ya habia sido observado previamente en células cromafines, tanto
en nuestro como en otros laboratorios (Alvarez et al., 2013; Voets et al., 1999).
Por el contrario, en la condicion libre de Ca®* se observé un comportamiento
monofasico, saturandose los valores de ACm en pulsos mayores a 50 ms,
obteniéndose para pulsos de 100 ms un valor promedio de 16.88 + 1.61 fF
(figura 6.1 C, barras azules). Por este motivo, a partir de esta observacion, en
los diferentes experimentos realizados en este trabajo de tesis en la condicion
libre de Ca** se aplicaron pulsos de 100 ms. A partir del ajuste exponencial de
la exocitosis en funcién de la duracién del estimulo, es posible estimar una
constante temporal que esta asociada a la velocidad de liberacion del grupo de
vesiculas involucrado. Esto presupone que este grupo de vesiculas, sometidas
a un estimulo particular, se va agotando a medida que dicho estimulo se
incrementa, de manera monoexponencial. A su vez, la inversa de dicha
constante temporal es una estimacién de la tasa media de exocitosis. En este

caso en particular, las estimaciones de la constante temporal y de la tasa de
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liberacién, arrojaron valores de 8.8 + 2 ms y 114 s, respectivamente (figura
6.1 D). Esto corresponderia a un grupo vesicular de liberacion muy rapida,

incluso superior a la de IRP (Alvarez et al., 2013).
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Figura 6.1- Aumentos sincronicos de capacitancia (ACm) medidos en ausencia de lca2+. (A)
Trazados representativos de las Ica2+ inducidas por pulsos despolarizantes en presencia de 5 mM de
Ca?" extracelular (trazado negro), 5 mM de Ca?" extracelular mas 100 uM de CICd (trazado rojo) y
solucion libre de Ca®" (1 mM EGTA extracelular, trazado azul). En las Gltimas dos condiciones las |caz+ se
inhibieron totalmente. (B) Trazados representativos de los aumentos sincrénicos de capacitancia (ACm)
y su posterior decaimiento, en presencia de 5 mM de Ca®" extracelular mas 100 uM de CICd (trazado
rojo) y solucién libre de ca® (trazado azul). (C) El diagrama de barras representa el promedio de los
valores de ACm obtenido frente a despolarizaciones cuadradas de diferente duraciéon, en experimentos
realizados a 5 mM de Ca®" extracelular (barras negras) y solucion libre de ca®' (barras azules; n= al
menos 7 células por punto evaluado). (D) Los valores promedio de los ACm obtenidos en la condicion

libre de Ca®" se ajustaron a una funcion de crecimiento monoexponencial de la forma R = Ro +

-t
A. (1 - eT), obteniéndose una constante temporal t de 8.8 + 2 ms, una tasa de liberacion (1/t) de 114

s’ y un coeficiente de correlaciéon R>0.9875. Los datos estan expresados como valores promedios +

error estandar.

Resumiendo, los resultados de esta seccion muestran que en
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condiciones de completa ausencia de Ica2+, la despolarizacion de la membrana
genera un aumento sincrénico de la Cm, el cual depende de la duracién del
estimulo, saturandose frente a la aplicacién de pulsos cuadrados con duracién

superior a 50 ms.

6.2 LOS CAMBIOS SINCRONICOS DE CAPACITANCIA
REGISTRADOS EN CELULAS CROMAFINES BANADAS EN
SOLUCION LIBRE DE CA?" EXTERNO NO ESTAN ASOCIADOS A
LA LIBERACION DE CA*? DESDE RESERVORIOS
INTRACELULARES

Se ha descrito previamente que la liberacién de Ca*® desde reservorios
intracelulares puede inducir la exocitosis en células cromafines. (Borges et al.,
2012; Montero et al., 1995; Neher et al., 1992). En base a estos antecedentes,
decidimos evaluar si los ACm observados en ausencia de lca2+ medibles (figura

6.1) podrian estar asociados a la liberacion de Ca*? desde estos reservorios.

La primera estrategia experimental utilizada fue aumentar la capacidad
buffer citosdlica, para reducir el efecto de cualquier proceso de liberacién
dependiente de Ca*. Para ello, células expuestas a la solucion libre de Ca**
fueron dializadas desde la pipeta de patch con 4 mM de BAPTA. Luego de
aproximadamente 2 minutos en configuracion whole cell, las células se
estimularon con un pulso de 100 ms. Las siguientes estrategias experimentales
se concentraron en inhibir especificamente la liberacion de Ca?* desde los
compartimientos intracelulares que pueden participar potencialmente en el
disparo de la exocitosis en células cromafines. Hay evidencias que indican que
el reticulo endoplasmico y los granulos secretorios de células cromafines
poseen bombas de Ca?* de tipo SERCA que pueden acumular Ca**, como
también canales de liberacion tanto del tipo del receptor de inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3R), como del tipo del receptor de rianoidina (Caspersen et al.,
1995; Mustafa et al., 2010; Rigual et al., 2002). Por lo tanto, en un grupo de

experimentos, las células se preincubaron por 15 minutos con la droga
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thapsigargina (1 uM). Esta molécula actta inhibiendo la bomba Ca*%-ATPasa

ubicada en el reticulo endoplasmico, y por lo tanto induce una reduccion

marcada del Ca*? alojado en dicho compartimiento (Caspersen et al., 1995). En

otro grupo de experimentos, se pretrataron por 10 minutos las células con 10
uM del inhibidor del receptor IP3R, 2-APB (Mustafa et al., 2010). Finalmente, en

un cuarto grupo de experimentos, las células se dializaron con 100 uM de

rianoidina a través de la pipeta de patch. A esta concentracion, esta droga

bloquea irreversiblemente los receptores de rianoidina presentes en las células

cromafines (Rigual et al., 2002).
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Figura 6.2- Los ACm medidos en células cromafines bafnadas en solucion libre de Ca® no estan
asociados a la liberacién de Ca®* desde reservorios intracelulares. (A) Trazados representativos de
los ACm medidos en la condicién control, y en los cuatro tratamientos aplicados: BAPTA (i), 2-APB (ii),
rianoidina (iii) y thapsigargina (iv). (B) El diagrama de barras representa el promedio de los ACm medidos
en solucién libre de Ca*" en la condicién control (n=9), en células dializadas con 4 mM de BAPTA
intracelular (n=10), o bien en células tratadas con 2-APB (n=8), con thapsigargina (n=14), o con
rianoidina (n=10). Los cuatro tratamientos descritos no modificaron los valores de ACm en relacién a la

condicién control. Los datos estan expresados como valores promedios * error estandar.

Ninguno de los cuatro tratamientos experimentales descritos afectaron
los valores de ACm inducidos por despolarizaciones de 100 ms en relacion a la
condicion control (por favor, ver figura 6.2 A para ejemplos tipicos y figura 6.2 B

para valores promedios).

Finalmente, realizamos experimentos de Ca**imaging con el objetivo de
evaluar el incremento en el [Ca®'] citosolico ([Ca®*];) inducido por la aplicacién
de pulsos de 100 ms en presencia de 5 mM de Ca*" extracelular ([Ca2+]o), y de

2*]; en solucién libre de Ca*. Dado

confirmar la ausencia de incremento de [Ca
que en algunos sistemas la despolarizacién de la membrana plasmatica puede
estar asociada en forma directa a la liberacion de Ca** desde el reticulo
endoplasmico (Flucher et al., 1996), creimos necesario realizar estos controles.
Las células se dializaron a través de la pipeta de patch con el indicador de
Ca?* Fluo-8 a una concentracion de 100 nM (400 nm EGTA en la solucién

interna).
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Figura 6.3- Las despolarizaciones aplicadas en
solucion libre de Ca** no inducen la liberacion de
Ca”* desde reservorios intracelulares. (A) Trazados
representativos de los cambios relativos de
fluorescencia (AF/F) obtenidos en células dializadas
con Fluo-8 (100 nM), y estimuladas en presencia de 5
mM de [Ca2+]0 (puntos azules), o en solucion libre de
ca? (puntos verdes). La flecha roja indica el momento
cuando se aplico el pulso despolarizante. (B) Las
barras resumen los datos obtenidos a partir de
experimentos como los representados en A. En
presencia de 5 mM de [Caz‘“]0 se obtuvo un valor al
pico maximo de AF/F de 0.877+0.275 A.U, mientras
que en la solucion libre de Ca®* no se observaron
cambios de fluorescencia (medido como promedio de
los valores de fluorescencia obtenidos entre los 50 y
los 400 ms después del estimulo). Las mediciones se
desarrollaron entre 1 a 2 minutos posteriores al
establecimiento de la configuracion whole cell. El
numero de células por condicion fue 6. Los datos estan

expresados como valores promedios * error estandar.

La figura 6.3 A muestra trazados representativos, mientras que las

barras de la figura 6.3 B resume los resultados obtenidos en ambas

condiciones. Tal como se esperaba, en presencia de la solucion con 5 mM

[Ca®*], obtuvimos un claro incremento de la sefial relativa de fluorescencia

(AF/F), alcanzando un valor al pico maximo de 0.877+ 0.275 A.U, mientras que

en la solucién libre de Ca?* estos cambios no se evidenciaron (figura 4.16 B).

En resumen, las figuras 6.2 y 6.3 demuestran que los ACm inducidos por

despolarizaciones aplicadas en solucién libre de Ca®* no estan asociados a la

liberacidn de Ca*? desde reservorios intracelulares.

6.3 EL AUMENTO SINCRONICO DE CAPACITANCIA

INDEPENDIENTE DE CA%* ESTA ASOCIADO A UNA EXOCITOSIS

QUE DEPENDE DE PROTEINAS SNARE FUNCIONALES
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Los experimentos de las secciones anteriores, demostraron que en
células cromafines de raton, una fraccién del ACm obtenido en respuesta a la
aplicacion despolarizaciones cortas no depende de fuentes extracelulares o
intracelulares de Ca*2. Con el objetivo de establecer si estos ACm estaban
relacionados con un proceso exocitico dependiente de proteinas SNARE, las
células se dializaron con la cadena liviana de la neurotoxina botulinica de tipo B
(Bont-B) a través de la pipeta de patch. Esta proteina actua clivando
especificamente la proteina del complejo SNARE sinaptobrevina en el puente
peptidico GIn-Phe, localizado en el motivo V2. La consecuencia directa de este
clivaje es la inhibicion de la exocitosis (Bittner et al., 1989; Caccin et al., 2003;
Humeau et al., 2000).

El protocolo experimental utilizado para evaluar el efecto de Bont-B
sobre los cambios de capacitancia independientes de Ca?*, consistié en la
aplicacién de pulsos despolarizantes de 100 ms a distintos tiempos luego del
establecimiento del whole cell, que a su vez marca el inicio de la dialisis de la
toxina al interior celular: 15 segundos (tp), 5 minutos (t5), 10 minutos (t1p) y 15
minutos (t15). Dado que el peso molecular de dicha proteina es de
aproximadamente 50 kD, se puede estimar para una resistencia en serie
promedio de 10 MQ, un tiempo caracteristico de entrada de 3.7 min para Bont-
B (Pusch et al., 1988). En base a esto, y a antecedentes previos (Xu et al.,

1998), no esperariamos ver efectos significativos antes de 5 minutos de dialisis.
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Figura 6.4- Los ACm medidos en células cromafines bafadas en solucion libre de Ca** estan
asociados a una exocitosis que depende de proteinas SNARE funcionales. (A) Trazados
representativos de los ACm inducidos por despolarizaciones de 100 ms, obtenidos en condiciones
control (trazado negro) y en experimentos en los que se agrego la cadena liviana de la toxina botulinica-
B en la solucion interna (Bont-B; trazado rojo), inmediatamente después del establecimiento de la
configuracion whole cell y luego de 10 minutos de didlisis. (B) Este grafico representa la evolucién del
efecto de Bont-B (puntos rojos) en relaciéon a la condicion control (puntos negros) a lo largo del tiempo
luego del establecimiento del whole cell. El efecto de los tratamientos se representa como el cociente
entre los cambios de capacitancia registrados a los distintos tiempos luego del establecimiento de whole
cell divididos por el salto de capacitancia obtenido a los 15 s (ACmt; /ACmtp). No se observaron
diferencias entre ambas condiciones a ts, pero estas se volvieron estadisticamente significativas a t1o, y
se acentuaron a t15.*p<0.05, **p<0.005. El numero de células evaluadas en cada condicion se indican

entre paréntesis. Los datos estan expresados como valores promedios + error estandar.

El efecto de la toxina sobre la exocitosis se cuantific6 en términos
relativos, como el cociente entre los valores de ACm medidos a los tiempos ts,
t10, y t15, y el ACm medido a ty (representado por la medicion tomada a 15 s),

esto es: ACy, #/ACm 10. A su vez, se realizaron controles midiendo ACm a los
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mismos tiempos, pero en ausencia de la toxina. La figura 6.4 A muestra
trazados representativos de Cm obtenidos en la condicién control (trazados
negros) y en presencia de Bont-B (trazados rojos). Es posible notar que,
mientras en la condicion control no se observaron cambios en la exocitosis
sincronica entre ty y t10, en el tratamiento con Bont-B se observd una clara

disminucidn de este parametro en tqo respecto a to.

El grafico 6.4 B resume el efecto de la dialisis de Bont-B (puntos rojos),
en comparacion al control (puntos negros), sobre los ACm a lo largo del tiempo.
Los resultados muestran una inhibicién parcial pero significativa de los ACm
luego de 10 minutos de dialisis con la toxina, la cual fue aun mas evidente

después de 15 minutos.

Estos resultados indican que los ACm sincrénicos inducidos por la
despolarizaciéon de la membrana en solucion libre de Ca®* estan asociados a

un proceso exocitico dependiente de proteinas SNARE.

6.4 VOLTAJE-DEPENDENCIA DE LA EXOCITOSIS
INDEPENDIENTE DE CA*?

. Por qué mecanismo ocurre la exocitosis independiente de Ca* en
células cromafines? La existencia de un acople directo entre la despolarizacién
de la membrana y la exocitosis ya fue propuesta previamente en otros sistemas
bioldgicos (Hochner et al., 1989; Zhang et al., 2002; Zheng et al., 2009). Con el
objetivo de evaluar la relaciéon entre estas variables en células cromafines
bafiadas en solucion libre de Ca®*, se aplicaron pulsos cuadrados de 100 ms
desde un potencial de holding -80 mV hasta potenciales que fueron desde los -
70 mV hasta los +70 mV, y se evaluaron los cambios de capacitancia que
resultaron de dichos experimentos. La figura 6.5 A muestra registros
representativos de los Cm obtenidos en respuesta a pulsos de -50 mV (negro),
-30 mV (rojo) y +60 mV (verde), La figura 6.5 B representa los promedios de los
valores relativos de exocitosis (normalizados por el ACm maximo obtenido en

cada experimento individual) respecto al voltaje aplicado. Se puede observar
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claramente que la exocitosis sigue una relacién creciente, de tipo sigmoidea,

con el potencial aplicado, la cual se ajusté satisfactoriamente a una funcién de

Boltzmann con un valor R > 0.9921.

Es importante mencionar que esta exocitosis fue seguida de una caida

rapida de la sefial de capacitancia, la cual podria asociarse a un proceso

endocitico posterior (ver mas adelante en esta tesis). La constante temporal de

caida de esta endocitosis fue similar para todos los pulsos de voltaje evaluados

(figura 6.5 C).
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Figura 6.5- La exocitosis independiente de
Ca® esta funcionalmente acoplada a la
despolarizacion de la membrana. (A) Trazados
representativos de Cm en respuesta a la
aplicacion de pulsos cuadrados de 100 ms desde
un holding de -80 mV hasta -50 mV (trazado
negro), -30 mV, (trazado rojo) y +60 mV (trazado
verde), en solucion libre de Ca*". (B) Los ACm
obtenidos a cada potencial se normalizaron a los
ACm maximos registrados en cada experimento
(AExo/AEx0 wmax), Yy graficados en relacion al
potencial aplicado. El promedio de los valores
obtenidos (puntos negros) se ajustaron a una
funcion de Boltzmann con los siguientes
parametros de ajuste: x0 de -31.12 £ 1.4 mV, una
asintota A1 de 0.003 + 0.0021, una asintota A2
de 0.84 + 0.16, y un coeficiente de correlacion R
de 0.9921. Los puntos de colores ilustran el
comportamiento de células individuales (n=10).
(C) Este grafico representa las constantes
temporales de decaimiento de la endocitosis (ver
fase de caida de Cm en A) en respuesta a
distintos voltajes (n=5 por cada voltaje aplicado).
La caida endocitica a 10 mV (condicién control)
tuvo un t de 0.6 +0.149 ms. La linea roja
representa el ajuste lineal de los distintos valores
obtenidos. Los datos estan expresados como

valores promedios % error estandar.

Los resultados de esta seccion muestran que existe una clara

dependencia entre el

potencial de membrana aplicado y la exocitosis
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independiente de Ca®*. Por lo tanto, podriamos asociar a este proceso a un
mecanismo de exocitosis Ca®-independiente-voltaje-dependiente (ECIVD),
como ya se definié en otros sistemas (Zhang et al., 2002). De acuerdo a la
figura 6.5 ECIVD se activaria aproximadamente a los -40, alcanzaria la mitad
del valor maximo a los -30 mV aproximadamente, y se saturaria cerca de los 0
mV, lo cual se aproxima a las observaciones realizadas en neuronas del
ganglio dorsal de rata para la exocitosis independiente de Ca* y dependiente
de voltaje (Zhang et al., 2002).

6.5 LA RECUPERACION DEL POOL VESICULAR ASOCIADO A
ECIVD ESTA LIGADA A UN PROCESO ENDOCITICO RAPIDO
DEPENDIENTE DE DINAMINA

Los resultados de las secciones anteriores, sustentan la existencia de
una exocitosis sincronica dependiente del complejo SNARE que se manifiesta
frente a despolarizaciones cortas, y que es independiente de una sefial de Ca**
citosdlica pero dependiente del potencial de membrana. Dado que una
despolarizacion de 100 ms de duracion y +10 mV de amplitud provoca el
maximo de exocitosis registrada bajo estas condiciones experimentales, no
obteniéndose respuestas mayores si se prolongan mas los estimulos (figura
6.1), podemos considerar que este estimulo libera la totalidad de las vesiculas
asociadas a ECIVD. Con el objetivo de evaluar la cinética de recuperacion del
pool vesicular asociado a ECIVD luego de su depresion, aplicamos un pulso
despolarizante de 100 ms, y luego de un tiempo variable (entre 0.2 y 10 s),
aplicamos un segundo pulso. La figura 6.6 A ilustra trazados representativos de
Cm obtenidos a partir de la aplicacion de estos protocolos experimentales,
utilizando intervalos interpulso de 0.7 y 2 s. Los trazados muestran que a 0.7 s
(figura 6.6 A (i)) se recuper6 aproximadamente el 50% de la exocitosis (ver los
ACm para cada pulso) asociada a ECIVD, mientras que a 2 s esa recuperacion
fue casi completa (figura 6.6 A (ii)). El grafico 6.6 D resume la evolucién de la
recuperacion relativa de ECIVD a lo largo del tiempo, obtenida en esta serie de

experimentos (puntos negros). La recuperaciéon de ECIVD se evalué en
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términos relativos, como la relacién entre el incremento de capacitancia
inducido por el segundo pulso (AExo;) dividido por el incremento de
capacitancia inducido por el primer pulso (AExo¢). Los datos experimentales
obtenidos se ajustaron a una funcion de crecimiento monoexponencial (R >

0.9892), obteniendo una constante temporal t de 1,50 £0.63 s.

Los trazados representados en la figura 6.6 A y B (trazado negro)
muestran que después de la exocitosis sincronica hubo un decaimiento de la
sefal de capacitancia, que alcanz6 un valor de Cm similar al de
preestimulacion en pocos segundos. Esta caida se ajust6é a una funcion de
decaimiento monoexponencial, con un valor de tde 1.1 + 0.22 s (R > 0.8295).
Esta constante temporal es similar a la descrita en la figura 4.6 A de esta tesis,
y se asemeja a cinéticas descritas para procesos endociticos rapidos
dependientes de dinamina (Moya-Diaz et al., 2016). Ademas, el hecho de que
esta caida en Cm resulté igual a la exocitosis previa (figura 6.6 A (iii)) sugiere

que estamos en presencia de una endocitosis de tipo compensatoria.

Para evaluar si el descenso de Cm mencionado arriba se debe
realmente a una endocitosis dependiente de dinamina, las células se dializaron
con anti-Dyn (7 nm) por al menos 5 minutos, y luego se aplicé un pulso de 100
ms para disparar ECIVD y consecuentemente la endocitosis. Es necesario
mencionar que en los experimentos control, sin anticuerpo, también se
esperaron 5 minutos después de establecer la configuracién whole cell, a modo
de poder hacer una comparacion mas confiable. En estos ultimos, se observé
un decaimiento de la sefal de la Cm que se ajust6 a una caida
monoexponencial con un t=1.22 + 0.297s, llegando a un valor de Cm similar al
de pre-estimulacion (figura 6.6 B, trazado negro). Como segundo control,
dializamos las células con un anticuerpo anti-GFP. Estos experimentos se
comportaron de manera similar al control, y aunque se observé un pequefio
enlentecimiento de la caida, la Cm alcanzé los valores basales en
aproximadamente 5 segundos (figura 6.6 B, trazado verde). Sin embargo, en
los experimentos con el anti-Dyn se obtuvo una inhibicion muy marcada en el
decaimiento de Cm (figura 6.6 B, trazado rojo). En varios de estos

experimentos, la inhibicion de la caida en Cm por anti-Dyn fue total, con lo cual
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no fue posible ajustarlas. Ademas en otros casos las caidas fueron muy
pequenas, y su magnitud respecto del ruido del registro muy escasa. Por lo
tanto, para cuantificar el grado de inhibicion generado por el anticuerpo, se
analizaron las magnitudes de las caidas y se las compararon con las
condiciones controles. Para cuantificar la magnitud de la caida en Cm en los
tratamientos descritos, se calcularon los valores de ACm respecto a la linea
basal previa al estimulo en dos puntos extremos. Primero se promediaron los
valores de ACm entre los 50 y 150 ms inmediatamente posteriores al estimulo
(lo cual es una medida de la exocitosis, y a la vez del punto inicial del cual parte
la caida posterior), y luego entre los 4900 y 5000 ms, ya hacia el final del
registro, cuando la caida se ha completado en condiciones controles. Dado que
se obtuvieron valores similares de ACm entre los 50 y 150 ms iniciales tanto los
dos controles como para anti-Dyn (figura 6.6 C (i)), podemos decir que el
anticuerpo no modificd la exocitosis. Sin embargo, el ACm medido entre los
4900 y 5000 ms fue practicamente cero tanto para el control como para GFP, lo
que indica una total caida de ACm. Contrariamente el valor de ACm registrado
en este ultimo intervalo fue significativamente mayor en el caso de anti-Dyn
(figura 6.6 C (ii)). Incluso, los ACm registrados en los intervalos de 50-150 ms y
de 4900-5000 ms Iluego del estimulo en anti-Dyn no resultaron
significativamente diferentes entre si, lo que indica una inhibicion completa de
la endocitosis bajo esta condicion. Estos resultados indican que el decaimiento
de la sefial de Cm representa un proceso endocitico rapido dependiente de

dinamina.

Tal como se presentd en la seccion 1.7 de esta tesis, los procesos
exociticos y endociticos en neuronas y células neuroendocrinas estan
acoplados funcionalmente. Esto es porque la endocitosis cumple un rol
fundamental en el mantenimiento de la homeostasis de la membrana, y en la

recuperacion de los pools vesiculares luego de la exocitosis.
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Figura 6.6- La recuperacion de ECIVD depende de un proceso endocitico rapido dinamina
dependiente. (A) Trazados representativos de Cm en experimentos tipicos de recuperacion. Se ilustran
los trazados obtenidos con intervalos de recuperacion de 0.7 (Ai) y 2 segundos (Aii). Se puede observar
un aparente proceso endocitético que compensa completamente a la exocitosis precedente en un tiempo
cercano a los 2 segundos. En (Aiii) se representan los valores promedio de la exocitosis y la endocitosis
posterior, los cuales no difieren, por lo que se comprueba la total compensacion de la exocitosis por la
endocitosis. (B) Promedio de los registros de Cm obtenidos en respuesta a un pulso despolarizante de
100 ms en solucién libre de Ca®*. En condiciones control (5 minutos de didlisis con la solucién interna,
trazado negro) se observé que después del disparo de ECIVD, hubo una caida rapida que progreso
exponencialmente con un valor t de 1.22 + 0.297 s (n=8). A su vez, la dialisis con anti-Dyn (7nM) por 5
minutos inhibi6 la caida de la Cm (trazado rojo, n=13). Esta caida no se inhibié cuando se dializé6 un
anticuerpo anti-GFP (7nM) (trazado verde; n=5). (C) Los graficos representan la cuantificacion de las
ACm en los tratamientos control (n=8), anti-Dyn (n=13) y anti-GFP (n=5), medidas entre la linea de base
previa al estimulo y los intervalos establecidos entre los 50-150 ms (i), y los 4900-5000 ms (ii),
posteriores al final del pulso despolarizante. (D) Este grafico representa la evoluciéon de la recuperacion
relativa de ECIVD (Aexo2/Aexo1) a diferentes intervalos de tiempo. La recuperacion de ECIVD en
condiciones control (circulos negros), mostré una constante temporal © de 1.50 + 0.63 s (n=8). El anti-
Dyn retard6 la recuperacion de ECIVD (n=13) particularmente la relacion Agx2/Aexo1 fue
significativamente menor que control a intervalos de 2 y 5 segundos. *p<0.05, **p<0.02. Los datos estan

expresados como valores promedios * error estandar.
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Ademas, en la primera seccién de resultados de esta tesis, nuestros
resultados indican que la endocitosis asociada a un potencial de accion es una
parte esencial de la recuperacion de ETAP. Dado que en esta seccién, los
resultados de la figura 6.6 B y D muestran que el transcurso temporal de la
endocitosis presenta una cinética similar a la recuperacién de ECIVD, nos
planteamos como hipétesis que dicha recuperacion sea dependiente del
proceso endocitico que la precede. Para poner a prueba esta hipdtesis,
aplicamos el protocolo de pulsos pareados de 100 ms explicado arriba pero en
presencia de anti-Dyn, y evaluamos si la cinética de recuperacién de ECIVD
resultaba limitada por la inhibicién de esta endocitosis. Los circulos rojos de la
figura 6.6 D representan la evolucidn de la recuperacion del ECIVD bajo el
tratamiento con anti-Dyn, mostrando un retardo significativo respecto al control
(circulos negros). Este retardo se evidencia en una caida significativa en la
recuperacion relativa a los 2 y 5 s respecto de la curva control. Es importante
mencionar que decidimos comparar los valores de recuperacion a tiempos
individuales, en vez de comparar las constantes temporales de recuperacion,
debido a que la recuperacién de ECIVD en presencia del anticuerpo no se
ajustaba adecuadamente a una funciéon de crecimiento monoexponencial.
Estos resultados indican que la recuperacion de ECIVD es en parte

dependiente de un proceso endocitico rapido asociado a dinamina.

6.6 ECIVD PREDOMINA A BAJAS FRECUENCIAS DE
ESTIMULACION

Los experimentos de las secciones anteriores indican que el pool
vesicular asociado a ECIVD se libera completamente frente a estimulos de 100
ms de duracién, y se recupera totalmente en un tiempo menor a 5 segundos.
Sin embargo, es importante considerar que bajo condiciones fisioldgicas la
exocitosis en células cromafines es inducida por potenciales de accion. Ya se
mostré en la seccion 4.7 (figura 4.13) de la primera parte de esta tesis, que un
PAsim aplicado en condiciones de total inhibicidn de la entrada de Ca** a la

célula induce una exocitosis de aproximadamente 5 fF. Esto corresponde a

152



Resultados Il

menos de la mitad del total de vesiculas contenido en el pool vesicular
asociado a ECIVD. Por otro lado, si aplicamos el tiempo caracteristico de
recuperacion de ECIVD calculado en la seccién anterior (1= 1.50 segundos,
figura 6.6 D), se puede estimar que la ECIVD inducida por trenes de
potenciales de accion se mantendria aproximadamente constante si es que las
células se estimulan con frecuencias iguales o menores a 0.2 Hz (intervalo
entre estimulos > 3 t). Para evaluar esta hipotesis, se aplicaron trenes cortos
de PAsm a 0.2, 2 y 5 Hz en solucién libre de Ca?*, y se analizd la exocitosis

sincronica.

La figura 6.7 A muestra trazados representativos de Cm obtenidos
durante la aplicacion de trenes cortos de PAsim @ 0.2 y 5 Hz. En el trazado (i)
(que corresponde a la frecuencia de 0.2 Hz) se observan los aumentos de
capacitancia asociados al desarrollo de una exocitosis sincronica, y las caidas
subsecuentes de la sefal, asociadas al desarrollo de una respuesta endocitica
rapida, de cinética similar (1.48 £ 0.33 segundos, n = 8 ) a la descripta en la
seccion anterior. Por otro lado, en el tren a 5 Hz (ii), los ACm inducidos por
cada PAsm no se pudieron compensar por la endocitosis entre los periodos
inter-estimulos (200 ms), generandose la acumulacion progresiva de Cm
durante el tren, y una caida endocitica pronunciada después de la aplicacion
del ultimo PAgjm.

La figura 6.7 C resume el comportamiento de la exocitosis sincronica
durante los experimentos descritos arriba. Es importante mencionar que el
valor absoluto de la exocitosis inducida por el primer PAsim fue similar en todas
las frecuencias estudiadas (figura 6.7 B), y que en cada experimento individual
los valores de ACm para cada pulso se normalizaron en relacion al valor de
este primer pulso. En la figura 6.7 C se puede observar que la exocitosis
sincrénica asociada a ECIVD se mantuvo aproximadamente constante durante
la aplicacion de trenes cortos de PAgim a 0.2 Hz (puntos negros). En cambio, la
aplicaciéon de trenes a 2 Hz afecté el sostenimiento del proceso, y provoco una
caida de mas del 50% respecto al valor inicial (puntos rojos). Finalmente, la
aplicacion de trenes a 5 Hz provoco la depresion casi completa de la exocitosis

sincronica (puntos azules). Los resultados presentados en esta seccidén estan
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en concordancia con los valores de la cinética de recuperacion de ECIVD de la
seccion anterior. Ademas, a partir de estos resultados se puede inferir que este
mecanismo puede potencialmente mantener una fraccion de la exocitosis

sincronica a bajas frecuencias de potenciales de accion.
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Figura 6.7- Efecto de la frecuencia de estimulacion con PA, sobre el mantenimiento de ECIVD.
(A) Trazados representativos de Cm durante trenes cortos de PAsim a 0.2 (i) y 5 Hz (ii). (B) El grafico
representa los valores absolutos de los ACm inducidos por el primer PAgim @ 0.2, 2 y 5 Hz. (C) Este grafico
representa los ACm sincrénicos obtenidos entre el primer y séptimo PAsim durante la aplicacion de trenes
a 0.2, 2 y 5 Hz. Las mediciones obtenidas en cada experimento individual fueron normalizadas en relacién
al ACm obtenido en el primer pulso de cada tren (n=8 por cada frecuencia estudiada). Los valores de
ACm obtenidos para los PAgm ndmero 2, 3, 4, 5, 6 y 7 a lo largo del tren, para 2 y 5 Hz, fueron
significativamente menores a los correspondientes a 0.2 Hz . **p < 0.02, ***p<0.0001. Los datos estan

expresados como valores promedios * error estandar.
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6.7 EN ECIVD PREDOMINARIAN LAS FUSIONES VESICULARES
TRANSITORIAS DE TIPO KISS AND RUN

En células cromafines se han descrito diferentes modos de fusion
vesicular. Estas se clasifican en colapso completo, exocitosis compuesta, o
fusion transitoria al estilo kiss and run (ver introduccion). En general, la
exocitosis compuesta se asocia a procesos de exocitosis masiva, frente a
estimulos suprafisioldgicos como despolarizaciones con alto K* (Wu et al.,
2014a). A su vez, la ocurrencia de fusiones transitorias o de colapsos
completos depende de diversos factores fisioldgicos, tales como la frecuencia
de estimulacion y la concentracion de calcio citosdlico (Elhamdani et al., 2006a;
Fulop et al., 2005). Para elucidar qué modo de fusién vesicular predomina en
ECIVD, aplicamos 15 pulsos cuadrados de 100 ms a 2 Hz y, simultdneamente,
registramos los eventos sincrénicos de fusion vesicular por amperometria.
Definimos como eventos sincronicos, los ocurridos entre el comienzo de la
despolarizacién hasta 100 ms luego de finalizada la misma. La figura 6.8 A
ilustra ejemplos representativos de las espigas amperométricas obtenidas bajo
estas condiciones experimentales, en donde detectamos dos tipos de sefales.
En la mayor parte de los casos se registraron sefales pequenas en amplitud y
de bajo contenido cuantico, conocidas como stand alone foot (figura 6.8 A (i) y
(ii)), las que han sido asociadas por otros autores a fusiones transitorias en
donde el poro de fusion de la vesicula se cerraria antes de su dilatacion
(Berberian et al., 2009; Fulop et al., 2005). Las otras sefiales resultaron en
espigas amperométricas convencionales, de mucha mayor amplitud, menor
duracion y mayor contenido cuantico, las cuales generalmente se asocian a
procesos de colapso completo (Fulop et al., 2005) (figura 6.8 A (iii)). Los
criterios utilizados para detectar los stand alone foot respecto del ruido se
basaron en los trabajos de Zhou y colaboradores, y son basicamente los
siguientes: se consideraron sefales tipo stand alone foot a aquellas espigas
amperomeétricas que tuvieron duraciones del evento mayores a 5 ms, y cuya
amplitud de corriente estuvo 3 veces por sobre el nivel del ruido basal del
electrodo de registro (Zhou et al., 1996). Por otro lado, aquellas espigas que

tuvieron amplitudes mayores a 30 pA se consideraron como espigas

155



Resultados Il

convencionales.

Con el objetivo de analizar la frecuencia de aparicion de espigas
sincronicas (independientemente del tipo) a lo largo del tren, cuantificamos el
total de espigas registradas y las agrupamos en funcion del momento de su
aparicion. Estas se dividieron entre un grupo 1 (del 1*" al 5° pulso), un grupo 2
(del 6 al 10™ pulso) y un grupo 3 (del 11™ al 15™ pulso), y se graficaron en
un histograma de frecuencias absolutas. Los resultados indican que el mayor
numero de espigas se detectd durante los primeros 5 estimulos (12 eventos),
mientras que en el grupo 2 y 3 se detectaron unicamente 3 eventos (figura 6.8
B). Estos datos muestran que existe una mayor probabilidad de deteccién
durante la aplicacion de los primeros pulsos, lo que de acuerdo a las dos
secciones anteriores, y podria deberse al vaciamiento del pool vesicular

asociado a ECIVD frente a estimulaciones repetitivas aplicadas a 2 Hz.

Utilizando los criterios ya mencionados arriba (Zhou et al., 1996),
evaluamos la distribucion de los tipos de eventos detectados. Observamos una
clara supremacia de sefiales asociadas al modo de fusion de tipo stand alone
foot (n=14; 88.88%), mientras que el numero de registros asociados a espigas
convencionales fue muy bajo (n=2; 11.12%) (figura 6.8 C). Los parametros que
definen a las sefales clasificadas como stand alone foot en términos de
amplitud, area y duracion alcanzaron valores de 4.58 + 0.572 pA, 39.2 + 0.62
fC y 20.98 + 2.51 ms, respectivamente (figura 6.8 D). Si bien la amplitud resultd
similar a la detectada previamente para stand alone foot en cromafines de
raton, los otros dos parametros estuvieron por debajo de los valores reportados
previamente en la exocitosis dependiente de calcio (Fulop et al., 2005; Zhou et
al., 1996). Los resultados presentados en esta seccidn sugieren que los
eventos individuales de liberacion de catecolaminas durante ECIVD se asocian

mayoritariamente a fusiones vesiculares transitorias de tipo kiss and run.
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Figura 6.8- Un modo de fusion tipo kiss and run prevaleceria en ECIVD. (A) Trazados
representativos de registros amperométricos obtenidos en 3 células diferentes. Mientras que A (iii)
presenta la amplitud y forma de una espiga amperométrica tipica, A (i) y (ii) son mas pequefias y tienen
una cinética mas lenta, con lo cual pueden asimilarse a sefiales de tipo stand alone foot (Zhou et al.,
1996). La flecha roja indica el momento en el cual se aplicé el pulso despolarizante. (B) Histograma de
frecuencia de aparicion de eventos amperométricos. La totalidad de las espigas detectadas se agruparon
respecto al niimero de estimulo en donde se detectaron (grupo 1: 1°" al 5° estimulo; grupo 2: 6° al 10™
estimulo; grupo 3: 11™ al 15™ estimulo). La mayoria de los eventos se detectd dentro del grupo 1. (C) El
grafico representa la relacion entre los tipos de sefales detectadas sobre el nimero total de los eventos.
Las sefiales de tipo stand alone foot fueron predominantes en relacion a las espigas amperométricas
convencionales (88.88%; n=14 eventos y 11.12%; n=2 eventos, respectivamente). El numero total de
células desde donde se adquirieron estos datos fue 11. (D) Valores promedio +/- error estandar de los

parametros asociados a sefales clasificadas dentro del tipo stand alone foot.

6.8 EL ACOPLE VOLTAJE-EXOCITOSIS EN LA ECIVD ESTARIA
ASOCIADO A CANALES DE CA%* DE TIPO P/Q

Plantear la hipotesis de un mecanismo de tipo ECIVD en células

cromafines, implica la presencia de un sensor de voltaje que forme parte del
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acople estimulo-secrecion. Los objetivos experimentales de esta seccion se
centraron en poder encontrar elementos que contribuyan a la identificacién de
dicho sensor. Nos preguntamos si los mismos CCVDs podrian cumplir este rol.
Esta suposicidn, se basa en primer lugar en que estas moléculas son capaces
de responder a cambios en el potencial de membrana con cambios
conformacionales de la proteina. Ademas, existen numerosos antecedentes
que han reportado que estos canales interactuan fisicamente con vesiculas
cercanas a la membrana plasmatica (Alvarez et al., 2013; Marom et al., 2010;
Mochida et al., 1998). Debido a que la interaccion con las vesiculas se
estableceria fundamentalmente a través de proteinas de la maquinaria
exocitica (Catterall, 1999), esto potencialmente permitia una transferencia de

informacion entre estos canales y dicha maquinaria.

Como primera estrategia experimental para evaluar el rol de estos
canales sobre la exocitosis independiente de Ca?*, las células se incubaron con
drogas o toxinas que afectan especificamente las propiedades de gating de los
CCDV, y se evalud la respuesta exocitica en solucion libre de Ca?* aplicando
pulsos despolarizantes cuadrados de 100 ms. Ya sabiamos de resultados
anteriores de nuestro laboratorio que las lca2+ NO se expresan en nuestro
preparado experimental, y que este que sdélo presenta corrientes de tipo L, P/Q
y R (Alvarez et al., 2008). Por lo tanto, solamente consideramos a estos tres

ultimos en nuestro estudio.

Para evaluar el rol del canal de Ca** tipo L incubamos a las células con
nitrendipina. Utilizamos esta droga ya que es sabido de trabajos previos en
cardiomiocitos que la administracion de esta droga reduce las corrientes de
gating de estos canales (Bean, 1984; Hadley et al., 1991). En otro grupo de
experimentos inhibimos a los canales de Ca** tipo R con la toxina SNX-482. Ha
sido demostrado a partir de los trabajos de Bourinet y colaboradores que esta
toxina interactua con los dominios lll y IV de la subunidad a+g de los canales
tipo R, y que tal interaccién inhibe la activacion de las corrientes de gating de
este canal de Ca?* (Bourinet et al., 2001). Como se observa en la figura 6.9 A,
en ambas condiciones experimentales obtuvimos ACm similares a la condicién

control. A diferencia de estos experimentos, en los tratamientos en donde se
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utilizé la toxina w-agatoxin IVA observamos una disminucién significativa de la
exocitosis, obteniendo un valor promedio de 4.55 + 0.82 fF, aproximadamente
una tercera parte del valor control (figura 6.9 A). Se ha descrito que la
administracion de esta toxina en neuronas de purkinje afecta la activacion
voltaje-dependiente de las corrientes de gating de los canales tipo P/Q, por un
mecanismo asociado a la estabilizacion del estado cerrado del canal
(McDonough et al., 1997; Mintz et al., 1992).
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Figura 6.9 - ECIVD esta acoplada al canal de ca® tipo P/Q. (A) El diagrama de barras representa los
ACm medidos en solucion libre de Ca®* en respuesta a pulsos de 100 ms, para células cromafines
sometidas a diferentes condiciones. En particular se representan los promedios obtenidos en células WT
en condiciones control, en presencia de los inhibidores de canales de Ca?" de tipo P/Q, L y R (0-Aga IVA
200 nM, n=26; nitrendipina 10 uM, n=10; y SNX-482 1 uM, n=11; respectivamente) que afectan el gating
de dichos canales, y en células KO de canales P/Q. Se observé una inhibicién de ECIVD con w-Aga IVA
y en el KO de P/Q, pero no se evidenciaron cambios respecto del control bajo los otros tratamientos. Los

datos se compararon por un test de ANOVA de una via, y las comparaciones a posteriori entre control y

tratamientos individuales fueron realizadas por Bonferonni (***p<0.0001, *p<0.05). (Leyenda continta)
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(B) Los valores absolutos de ACm se graficaron respecto del potencial aplicado. Los puntos negros
representan los valores del tratamiento control (n=14), mientras que los puntos verdes y azules
representan los valores para el modelo KO del canal de ca® tipo P/Q (n=30) y para los tratamientos con
w-Aga IVA (n=26), respectivamente. Se observé una clara disminucién en el valor de ECIVD bajo los dos
tratamientos a todos los potenciales mayores a -30 mV, aunque el efecto fue mas evidente para ov-Aga
IVA. Los datos estan expresados como valores promedios * error estandar. Las comparaciones entre los
tratamientos a cada voltaje aplicado fueron evaluados por un test de ANOVA de una via, y si las
diferencias estadisticas fueron significativas (p<0.05) las comparaciones entre las condiciones control y

tratamientos individuales fueron hechas por Bonferonni (* p<0.05; # p<0.001; x p<0.0001).

Con el objetivo de corroborar el rol de los canales de Ca** de tipo P/Q en
ECIVD, se evaluaron los ACm en cultivos primarios del raton Knock-Out (KO)
del canal de Ca?" tipo P/Q, obteniendo nuevamente una disminucién
significativa de los valores de exocitosis en relacion a la condicion control (valor
promedio = 7.59 + 0.82 fF). Es llamativo que en los KO la respuesta exocitica
resulté mayor que en las células tratadas con w-agatoxin IVA, determinandose
incluso diferencias significativas entre ambos tratamientos experimentales
(figura 6.9 A). Estas diferencias podrian explicarse, sin embargo, por procesos
de compensacion por otros tipos de canales que suelen tener lugar en el
modelo KO del canal tipo P/Q, particularmente por parte de los canales de Ca®*
tipo N (Inchauspe et al., 2004).

Finalmente, para completar la caracterizacion del efecto de w-agatoxin
IVA y del KO del canal P/Q sobre ECIVD, se evalud esta exocitosis en el rango
completo de voltaje de -70 a +70 mV bajo estas condiciones. Los resultados
presentados en la figura 6.9 B muestran que ECIVD se redujo
significativamente en ambas situaciones experimentales, obteniéndose el
efecto mas drastico en los experimentos con w-agatoxin IVA (puntos verdes y

azules, respectivamente, figura 6.9 B).

Tal como se expuso en la seccién 1.5, algunos trabajos han demostrado
que la regién intracelular que conecta los dominios Il y Il de la subunidad a.1a
del canal de Ca** tipo P/Q, conocido como el sitio de interaccién con proteinas
sinapticas (en inglés, la llamada regidn synprint), interactuaria fisicamente con

proteinas de la maquinaria exocitica (Alvarez et al., 2013; Rettig et al., 1996;
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Zamponi, 2003). Con el objetivo de evaluar si la region synprint del canal de
tipo P/Q podia ser parte del mecanismo de acople entre ECIVD y estos
canales, transfectamos los cultivos primarios de células cromafines WT con un
plasmido IRES, que codificaba para el péptido synprint (Syn+) y para el
reportero eGFP. La hipotesis de este experimento fue que el synprint
expresado exdégenamente podria competir con el synprint endégeno localizado
en el canal de Ca?". El efecto esperado seria la disrupcién de la interaccion
entre el canal y la maquinaria exocitica asociada a las vesiculas de ECIVD. Las
células transfectadas fueron identificadas por la fluorescencia asociada a
eGFP. Es importante mencionar que la transfeccion con el péptido synprint no
modifica la expresion de los canales de Ca?* tipo P/Q, tal como se demostrd en
un trabajo previo de nuestro laboratorio, utilizando un anticuerpo anti-subunidad
o1a del canal tipo P/Q en células cromafines fijadas y permeabilizadas (Alvarez
et al., 2013). De modo de tener un control apropiado para estos experimentos,
se transfecté a otro grupo de células con un plasmido similar que codificaba

unicamente para eGFP.

La expresion del synprint exdgeno (Syn+) genero la inhibicion del ECIVD
inducido por despolarizaciones de 100 ms respecto al grupo control, que
expresaba unicamente eGFP. Esta inhibicion resulté significativa para todos los
voltajes superiores a 0 mV (figura 6.10). Es importante destacar que los valores
obtenidos en las células transfectadas unicamente con eGFP, no fueron

estadisticamente diferentes respecto a los controles descritos en la figura 6.9.

Estos resultados indican, al igual que la inhibicién farmacolégica del
gating o la ablacién molecular (KO) de los canales P/Q, que los CCDV de tipo
P/Q son importantes para el disparo de ECIVD, apoyando la hipoétesis de que
éstos podrian ser los sensores de potencial que activen dicho proceso. Esto
ademas sugiere que la interaccion molecular entre estos canales y la

maquinaria exocitica vias synprint es importante en este tipo de exocitosis.
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Figura 6.10- Las vesiculas que conforman el pool asociado a ECIVD interactuarian fisicamente con
el canal de Ca** tipo P/Q a través del sitio de interaccion con proteinas sinapticas. Los valores de
ECIVD en respuesta a despolarizaciones de 100 ms fueron graficados en funcién del potencial aplicado.
Los puntos verdes representan los valores de AC, asociados a ECIVD obtenidos en células
transfectadas con eGFP, y los puntos azules ilustran los valores de AC. obtenidos en células
transfectadas con eGFP:synprint. Se apreciaron diferencias significativas entre las dos condiciones a
voltajes positivos. El ndmero de células estd representado entre paréntesis en el grafico. Las
comparaciones entre los tratamientos a cada voltaje aplicado fueron evaluados por un test de student de
muestras independientes. *p < 0.05; ***p<0.0001. Los datos estan expresados como valores promedios +

error estandar.

En resumen, las figuras 6.4, 6.9 y 6.10 ilustran una relacion funcional
entre ECIVD y el potencial de membrana. Ademas sostienen la idea de que
este pool vesicular estaria acoplado al canal de Ca®* de tipo P/Q, y que en esta

interaccion participaria la secuencia synprint de dicho canal
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7.1 EXOCITOSIS INDEPENDIENTE DE CA?" Y DEPENDIENTE DE
VOLTAJE EN CELULAS CROMAFINES

La teoria clasica, fuertemente establecida y corroborada por multiples
trabajos (Aguilar et al., 1992; Albillos et al., 2000; Aravanis et al., 2003; Artalejo
et al., 1995; Borges et al., 2012; Neher, 1998), establece que la liberacion de
neurotransmisores, neuropéptidos y neurohormonas en neuronas y células
neuroendocrinas es disparada por un aumento de la concentracién de
Ca?* citosélico, generado a partir de la activaciéon de los CCDV. Sin embargo,
observaciones previas de nuestro laboratorio muestran que en células
cromafines de ratén, una vez anuladas todas las corrientes de Ca®* asociadas
a la exocitosis, aun persiste un aumento de capacitancia de membrana
remanente altamente sincrénico al estimulo (Alvarez et al.,, 2008). Estos
resultados fueron confirmados y ampliados en esta tesis, estimandose un pool
de aproximadamente 15 fF (6 12 vesiculas, considerando 1.3 fF/vesicula
(Moser et al., 1997)), cuya liberacion es totalmente independiente de la
activacion de la corriente de Ca?*. Tanto la inhibicién de las corrientes
utilizando toxinas especificas, Cd*, o simplemente la eliminacion total del Ca®
externo asegurada por el agregado de EGTA 1 mM, muestran que dicha

exocitosis se manifiesta de manera consistente (figura 4.13, 6.1).

Una posibilidad para explicar la exocitosis que se genera en ausencia de
lca2+, €S que haya una liberacion de Ca®" desde compartimientos intracelulares.
Se ha reportado que en células cromafines hay cisternas del reticulo
endoplasmico distribuidas proximas a la membrana plasmatica (Garcia-Sancho
et al., 2008). Por otro lado, incluso las mismas vesiculas secretorias son
capaces de acumular Ca®* en grandes cantidades, y hay datos que muestran
que estas poseen tanto Ca®* ATPasas de la familia SERCA para captar Ca**,

como receptores de rianoidina e IP; que permitirian liberarlo (Borges et al.,
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2012). Si bien la ausencia de Ca?* externo eliminaria, en principio, la
posibilidad de la activacion del mecanismo de liberacion de Ca®* inducido por
Ca?* (Fabiato, 1983) por corrientes de Ca?*, no podriamos descartar una
activacion de los receptores de IP3, o una activacion directa por voltaje de los
receptores de rianodina, como ocurre en musculo esquelético (Smith et al.,
1988). En particular, en células cromafines se ha reportado que el Ca®" alojado
en el reticulo endoplasmico y en los granulos secretorios es capaz de inducir la
liberacion de vesiculas secretorias (Borges et al., 2012; Machado et al., 2009;
Montero et al., 2000; Montero et al., 1995). Sin embargo, los resultados de esta
tesis descartaron que la exocitosis obtenida en solucién libre de Ca* se genere
en respuesta a la liberacion de Ca®" desde estos reservorios intracelulares.
Cinco evidencias sostienen dicha aseveracion: (i) el vaciamiento del RE (o los
granulos) a través del simultaneo bloqueo de la SERCA con thapsigargina; (ii)
la aplicacion del bloqueante rianoidina tampoco modificéd dicha exocitosis; (iii) el
bloqueo de los receptores de IP3 con 2-APB provoco resultados similares a los
mencionado en 1y 2; (iv) no detectamos cambios en la fluorescencia de Fluo-8
cuando las células fueron estimuladas en solucién libre de Ca*. (v) el
agregado de BAPTA 4 mM a la solucion interna no modificé a la exocitosis
disparada en solucién libre de Ca?*. Estos resultados en su conjunto muestran
que el proceso en estudio ocurre en ausencia de sefiales de Ca?* provenientes

del medio intracelular o extracelular.

¢ Cual es entonces el disparador de la exocitosis que se produce en
solucion libre de Ca*? Los resultados de esta tesis muestran una clara
dependencia sigmoidea de la exocitosis independiente de Ca?* con el potencial
de membrana. Dicha relacion muestra un umbral de activacion de la exocitosis
que se ubica proximo a los -40 mV, y un voltaje medio de activacion de
aproximadamente -30 mV (ver Figura 6.5). Estos valores son similares a los
obtenidos por el grupo de Zhuan Zhou (2002) en neuronas del ganglio de la
raiz dorsal de rata, quienes reportaron un voltaje medio de activacion de — 20
mV. Estos autores encontraron un proceso similar al nuestro en ese preparado,
y propusieron que se trataba de una exocitosis calcio independiente y voltaje
dependiente (ECIVD). La existencia de una exocitosis dependiente

directamente del voltaje habia sido propuesta inicialmente por el grupo de
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Parnas (Hochner et al., 1989; Parnas et al., 1987; Parnas et al., 2010),
utilizando uniones neuromusculares de cangrejo y oocitos de Xenopus como
modelo experimental. Sin embargo, la hipotesis planteada por dicho grupo
exigia también la presencia de un Ca*" citosélico elevado, ya que finalmente la
exocitosis resultaba de la accion del voltaje en una primera etapa, que
desbloqueaba a la maquinaria exocitética, y de Ca®** en una segunda etapa,
que activaba a dicha maquinaria. En este sentido, nuestros resultados se
parecen mas a los publicados por el grupo de Zhuan Zhou, ya que se trataria
de una exocitosis minoritaria en comparacion con la Ca?* dependiente, pero
que ocurre por un mecanismo exclusivamente dependiente del voltaje de

membrana.

Todos los procesos exociticos conocidos, y particularmente los
asociados a la liberacion de neurotransmisores y hormonas, implican la
participacion de proteinas del complejo SNARE. Las toxinas botulinicas y la
tetanica han representado una herramienta fundamental en el entendimiento de
los mecanismos asociados a la exocitosis, y en particular en la compresion de
la accion de estas proteinas (Bittner et al., 1989; Caccin et al., 2003). Dichas
toxinas clivan especificamente los diferentes componentes proteicos del
complejo SNARE, inactivandolos, e inhibiendo la exocitosis. La técnica de
whole cell, al brindarnos un acceso directo al medio intracelular, nos permite la
utilizacion directa de las subunidades cataliticas de estas toxinas, las cuales
son agregadas a la solucién del electrodo a la concentracion deseada. En
particular, en esta tesis se utilizé la cadena liviana de la toxina botulinica Bont-
B, que cliva especificamente la proteina v-SNARE sinaptobrevina (Caccin et
al., 2003; Humeau et al., 2000; Lebeda et al., 2010). Es importante mencionar
que en células cromafines esta demostrado que la aplicacion de esta toxina
inhibe significativamente la exocitosis dependiente de Ca?* (Bittner et al.,
1989). Si los ACm inducidos en solucién libre de Ca** representaban eventos
exocitoticos convencionales dependientes de SNARE, estos deberian ser
inhibidos por la presencia de Bont-B. La unica Ilimitante de nuestra
configuracion experimental es el tiempo de difusion de la proteina al citosol,
que es particularmente lento. Debido a esto, es dificil alcanzar el estado

estacionario de concentracion de la toxina en el citosol en los tiempos de
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nuestros experimentos y a temperatura ambiente (Xu et al., 1998). Pese a esto,
nuestros resultados mostraron una clara caida de la ECIVD en células tratadas
con Bont-B en comparacion a las células controles. El efecto de la toxina se
hizo significativo luego de 10 minutos de didlisis con la toxina, pero este efecto
se hizo aun mas evidente a los 15 minutos, alcanzando casi un 50% de
inhibicion. Ademas, durante el desarrollo de estos experimentos obtuvimos 2
mediciones luego de 20 minutos dialisis, alcanzando en promedio un 70% de
inhibicion. En términos generales, estos experimentos muestran que ECIVD

representa un proceso exocitico asociado a proteinas SNARE funcionales.

Este es el primer estudio que propone la presencia en células
cromafines de un mecanismo exocitico que es totalmente independiente de
Ca?*, y disparado directamente por cambios en el potencial de membrana. En
concordancia con nuestros resultados, la presencia de pooles vesiculares con
estas caracteristicas de liberacion ha sido previamente demostrada en
neuronas del ganglio de la raiz dorsal y en neuronas del ganglio cervical
superior (Mochida et al., 1998; Zhang et al., 2002). De acuerdo a nuestros
resultados experimentales, el pool vesicular asociado a ECIVD de células
cromafines de ratén, presenta una tasa media de exocitosis de 114 seg™. Esta
velocidad corresponde a una liberacion vesicular altamente acoplada al
estimulo, incluso mas acoplada que el IRP en este mismo preparado, el cual
tiene una tasa media de 67 seg” (Alvarez et al., 2013), y mucho mas que el
IRP de células de rata y vaca en cultivo, con una tasa de 20 seg™' (Horrigan et
al., 1994; Marengo, 2005). Esto es coherente con una importante participacion
de ECIVD durante estimulos de muy corta duracién, y particularmente durante
potenciales de accién. Coherentemente con esto ultimo, nuestros resultados
muestran que durante un PAsm, ECIVD representa aproximadamente el 50%
de la exocitosis total. Por otro lado, frente a estimulos de mayor duracién
(figura 6.1C), o durante PAgn aplicados a frecuencias moderadas o altas
(figura 6.7 B), ECIVD tendria una participacion muy minoritaria. Esto sugiere
que ECIVD seria un mecanismo que optimizaria, junto con IRP, la exocitosis a

frecuencias basales de potenciales de accion (Moya-Diaz et al., 2016).
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7.2 ACOPLE FUNCIONAL ENTRE LA EXOCITOSIS Y LA
ENDOCITOSIS INDEPENDIENTE DE CA?*. RECUPERACION DEL
POOL VESICULAR ASOCIADO A ECIVD

Nuestros resultados indican que luego de ECIVD se produce una
endocitosis rapida (= 1.1 = 0.02), la cual parece activarse y desarrollase
también en forma Ca®** independiente. Esta conclusién se apoya en que
pudimos comprobar que dicho mecanismo evoluciona en ausencia total de
Ca** extracelular (figura 6.6 B), y también frente al vaciamiento o el bloqueo de
fuentes de Ca®" intracelulares (figura 6.2). Procesos endocitéticos
independientes de Ca®*, similares a los descritos en esta tesis, han sido
reportados en neuronas del ganglio de la raiz dorsal (Zhang et al., 2004). Esta
endocitosis seria dependiente de dinamina, ya que la aplicacion de un
anticuerpo monoclonal contra dicha GTPasa provocd su casi completa
anulacion (figura 6.6 B, trazado rojo). Respecto a este punto, vale la pena
mencionar que una endocitosis dinamina dependiente, y con cinética
practicamente idéntica a la reportada aqui, ha sido descrita en células
cromafines de ratén y vaca en presencia de Ca®* extracelular ((Chan et al.,
2001; Moya-Diaz et al., 2016); primera seccién de esta tesis). Dado que ha sido
reportado que dicha endocitosis se inhibe con el aumento en la intensidad en la
estimulacién y con el aumento del Ca®* intracelular (Chan et al., 2003a; Chan et
al., 2001), se podria especular que en solucién libre de Ca’* estaria
fuertemente activa. Sin embargo, salvo los puntos ya mencionados, no
tenemos elementos adicionales para afirmar que se trate del mismo
mecanismo. La Ca?* independencia de esta endocitosis sugiere que el principal
activador de la misma seria la propia exocitosis previa, con lo cual podemos
postular que es un mecanismo funcionalmente acoplado a ECIVD. Esta
hipotesis se apoya en que, (i) esta endocitosis esta fuertemente asociada
temporalmente a la exocitosis previa, es decir se activa siempre a continuacion
de ECIVD; (ii) es altamente compensatoria (figura 6.6 A, (iii)), es decir que
recupera exactamente la misma cantidad de membrana que la exocitada

previamente; (iii) incluso cuando ECIVD es inhibida parcialmente con Bont-B, la
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endocitosis se reduce proporcionalmente, manteniendo la compensacién
(figura 6.4); (iv) finalmente, cuando se modifica el voltaje aplicado, la
endocitosis también cambia conjuntamente a ECIVD manteniendo Ia
compensacion, pero sin embargo el T de decaimiento de Cm no se modifica con

el voltaje (figura 6.5 C).

Los resultados de esta tesis indican que la recuperacion del pool
vesicular asociado a ECIVD esta ligada a la endocitosis rapida mencionada
arriba. Esta conclusion se desprende de tres resultados obtenidos en este
trabajo. En primer lugar, la cinética de recuperacion del pool asociado a ECIVD
(t <1.5 segundos) es similar (incluso un poco mas lenta) que el transcurso
temporal de la endocitosis independiente de Ca®*. Esto hace posible que este
mecanismo endocitico sea potencialmente la primera etapa del proceso de
recuperacion de las vesiculas de este pool. En segundo lugar, la aplicacion de
anti-Dyn, ademas de inhibir a la endocitosis rapida, retardé significativamente la
recuperacion de ECIVD (figura 6.6 D), lo que implica una vinculacion entre
ambos procesos. Finalmente, en tercer lugar, el altamente predominante
porcentaje de sefales amperométricas de tipo stand alone foot sugiere que en
ECIVD prevalecen las fusiones transitorias al estilo kiss and run. En general,
este tipo de fusiones se asocian a nivel macroscoépico celular a una endocitosis
rapida de cinética similar a la reportada en esta tesis (Elhamdani et al., 2006a;
Wu et al.,, 2014a). Por otro lado, el mecanismo de kiss and run implica una
recuperacion rapida de las vesiculas exocitadas, a través de un ciclado corto
en el cual las vesiculas no pierden su identidad (Betz et al., 1992). Ademas, en
lo que respecta particularmente a cromafines, la predominancia de este modo
de fusidn posee una importante ventaja en cuanto a la recuperacion de las
vesiculas secretorias. Esto esta relacionado con el hecho de que las fusiones
transitorias preservan el nucleo denso proteico de la vesicula secretoria,
permitiendo que estas se rellenen de adrenalina en un periodo muy corto de
tiempo, y puedan liberarse frente a otra estimulacion (Berberian et al., 2009).
Ademas, la predominancia de fusiones de tipo kiss and run en ausencia de
Ca®*, es coherente con estudios que indican que la acumulacion de

Ca?* residual favorece el proceso de colapso completo por sobre la fusién
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transitoria (Elhamdani et al., 2006b; Fulop et al., 2006).

En resumen, los resultados de esta tesis estan de acuerdo con una
hipotesis que sostiene lo siguiente: en células cromafines de raton, expuestas a
solucion libre de Ca*, habria un ciclado vesicular en el que intervendrian
ECIVD, una endocitosis rapida independiente de Ca?*, y un proceso de
recuperacion también rapido. Estos tres procesos estarian funcionalmente
acoplados, y podrian explicarse mecanisticamente por un modo de exocitosis-
endocitosis al estilo kiss and run. Sin embargo, no podemos descartar una
posibilidad propuesta previamente por el grupo de Takeshi Sakaba (Hosoi et
al., 2009). Segun esta hipotesis alternativa, la endocitosis rapida serviria
simplemente para “limpiar” los sitios de liberacién de las proteinas agregadas a
la membrana durante la exocitosis, recuperandolos para un nuevo evento
exocitico. A la vez, esta endocitosis internalizaria una fraccion de membrana
que se fusionaria con un endosoma intermedio, no liberable, desde donde se
podrian generar vesiculas maduras para su liberacion posterior (Wu et al.,
2014a).

7.3 RELEVANCIA DE ECIVD EN CELULAS CROMAFINES
ESTIMULADAS CON PAgy

Nuestros resultados establecen que la fraccion independiente de
Ca®" que se exocita en respuesta a un PAgm aislado, representa
aproximadamente el 50% de ETAP (figura 4.13). Por otro lado, cuando se
aplicaron trenes de PAgm en solucion libre de Ca®* a una frecuencia de 0.2 Hz,
la exocitosis sincrénica inducida por cada estimulo se mantuvo constante. Esto
es consistente con la cinética de recuperacion de ECIVD, la cual puede ser
representada como un proceso monoexponencial con un tiempo caracteristico
T de aproximadamente 1.5 segundos. Para 0.2 Hz, el tiempo entre PAgin es de
5 segundos, el cual es un periodo 3.33 veces mayor al tiempo caracteristico de
recuperacion estimado para ECIVD, siendo suficiente para que este pool se
recupere casi totalmente. Cuando se aumentd la frecuencia de los trenes

aplicados a 2 Hz, la exocitosis sincrénica inducida por cada estimulo decayé
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hasta casi el 40% del valor control inicial, efecto que se volvid mas notorio
cuando se aplicaron trenes a 5 Hz. Esto es explicable por la reduccion del
periodo entre estimulos a 0.5 y 0.2 segundos respectivamente, dejando lugar a

solo una pequefia recuperaciéon de ECIVD.

Estos experimentos, en conjunto con los experimentos de recuperacion
de ECIVD, indican que este tipo de exocitosis esta capacitada para responder
de manera sostenida en el limite inferior del rango fisioldgico de frecuencias de
la célula cromafin, cuyos valores se ubican en aproximadamente 0.2-0.5 Hz
(Chan et al., 2001; Holman et al., 1994). Esto corresponderia a las frecuencias
basales, asociadas a la actividad de la glandula cuando el animal esta en

reposo, situacion conocida cono breed and feed.

7.4 PROBABLES MECANISMOS DE ACOPLE ENTRE EL
POTENCIAL DE MEMBRANA Y ECIVD

La neurotransmision dependiente de voltaje fue reportada por primera
vez por el grupo de Parnas en la placa neuromuscular de cangrejo, quienes
luego de provocar por diferentes medios un aumento sostenido en la
concentracion de Ca®" citosolico, observaron que la transmision sinaptica se
producia de manera sincronica con la despolarizacién, sin la necesidad del
influjo de Ca®* (Hochner et al., 1989; Parnas et al., 1986). Afios mas tarde,
investigaciones realizadas en neuronas del ganglio de la raiz dorsal y del
ganglio cervical simpatico de rata dieron cuenta de una forma de exocitosis
vesicular totalmente independiente de Ca?*, donde sin necesidad de aumentar
los niveles de este cation respecto a los valores basales, la liberacion vesicular
era disparada directamente por despolarizaciones de la membrana plasmatica
(Mochida et al., 1998; Zhang et al., 2002; Zheng et al., 2009).

En esta tesis se establecid una clara correlacion entre el potencial de
membrana y la exocitosis, bajo condiciones en las cuales estaban abolidos
tanto el ingreso de Ca** del medio extracelular como la liberacién de Ca** de
compartimientos intracelulares. Por lo tanto, nuestros datos se asimilan mas a

las observaciones reportadas por el grupo de Zhuan Zhou en neuronas del
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ganglio dorsal (Zhang et al., 2002). No obstante, es importante resaltar que
hasta el momento no se ha resuelto cual es el sensor molecular de voltaje
asociado a la transduccién voltaje/exocitosis. Respecto a este punto, el grupo
de Parnas (Parnas et al., 2010), ha propuesto que ciertos receptores asociados
a proteinas G podrian cumplir esta funcién. Sin embargo este mecanismo
requiere la accion conjunta del potencial y del Ca** citosdlico elevado para
poder activar finalmente la exocitosis vesicular, ademas de requerir la
presencia del neurotransmisor que activa a dicho receptor (Figura 1.12, pagina
42, Introduccion). Claramente, este conjunto de condiciones no se ajustan a
nuestros resultados. Por otro lado, el grupo de Atlas (Atlas et al., 2001) propuso
que los CCDV podrian actuar como sensores de voltaje, y activar la exocitosis
sin la necesidad de vehiculizar el influjp de Ca?' al interior celular. Estos
autores plantearon que los canales de Ca®" interacttian con las proteinas de la
maquinaria exocitdtica, conformando un complejo proteico Ilamado
‘excitosome”, que promoveria la exocitosis en respuesta a la despolarizacién
de la célula en el orden de milisegundos (Lerner et al., 2006; Marom et al.,
2010). La existencia del exocitosoma se ha propuesto en distintos modelos
neurosecretores, incluyendo a las células PC12, las células cromafines bovinas
y las células beta-pancreaticas (Lerner et al., 2006; Trus et al., 2007). Sin
embargo, este mecanismo requiere la presencia de Ca®* en el medio
extracelular, ya que seria la unién de Ca’* al canal previamente activado por
voltaje lo que finalmente promoveria la activacion de la maquinaria exocitética,
y consecuentemente la exocitosis. En otras palabras, el canal actuaria como un
sensor de Ca** asociado a la maquinaria exocitica, pero el Ca®* actuaria desde

el medio extracelular (Lerner et al., 2006; Marom et al., 2010).

Los resultados obtenidos en este trabajo, apoyan la hipétesis de que
seria el canal de Ca®* tipo P/Q la proteina responsable de responder a los
cambios de potencial de la membrana, promoviendo un proceso de exocitosis
que es totalmente independiente de la presencia de Ca®" en el medio
extracelular, y también del aumento citosdlico de este cation. De trabajos
previos realizados en nuestro laboratorio, sabemos que las células cromafines
de raton presentan un acople funcional estrecho entre el canal de Ca®* de tipo
P/Q y el IRP (Alvarez et al., 2013; Alvarez et al., 2008). Ademas, se comprobo
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que este canal de Ca®" interactiia con proteinas de la maquinaria exocitética,
tales como sintaxina 1a, SNAP-25, sinaptotagmina y sinaptobrevina (Cohen-
Kutner et al., 2010). Por lo tanto, es una hipotesis plausible que el canal P/Q,
que tiene la capacidad de responder a los cambios de voltaje de membrana,
pueda activar de manera directa a las proteinas de la maquinaria exocitica. En
apoyo a esta hipodtesis, debemos resaltar que los unicos tratamientos en esta
tesis que fueron capaces de inhibir ECIVD fueron el clivaje de la sinaptobrevina
por Bont-B, la ablacion molecular del canal P/Q (KO), el tratamiento con w-
agatoxina IVA (una toxina que interviene sobre el gating del canal), y la
introduccién de una secuencia (synprint) que interviene en la interaccion

molecular canal-proteinas exociticas.

Como se acaba de mencionar, los resultados de esta tesis apoyan la
hipétesis de que la secuencia synprint de los canales de Ca®" tipo P/Q
contribuiria al establecimiento de un acople funcional entre estos canales y la
maquinaria exocitética durante ECIVD. El péptido synprint exégeno, al competir
con el endoégeno que forma parte del canal, produciria un desacople entre la
maquinaria exocitica y los canales (Alvarez et al., 2013; Catterall, 1999;
Mochida et al., 1996). La importancia de la interacciéon canal-maquinaria
exocitdtica via synprint habia ya sido demostrada para la exocitosis Ca®'-
dependiente en varios trabajos, tanto para vesiculas sinapticas como
secretorias (Alvarez et al., 2013; Catterall, 1999; Mochida et al., 1996). Es mas,
existe el antecedente de un trabajo realizado en neuronas del ganglio cervical
simpatico por el grupo de William Catterall, quien reporté que la introduccion
del péptido synprint del canal de Ca** de tipo N inhibié significativamente una
exocitosis independiente de Ca*" en estas neuronas (Mochida et al., 1998).
Aunque la secuencia synprint también esta presente en canales de Ca®" tipo N
(Harkins et al., 2004; Mochida et al., 1996), trabajos de nuestro laboratorio
demostraron que estos canales no se expresan funcionalmente en nuestros
preparados (Alvarez et al., 2008). Por lo tanto, asociamos los resultados
obtenidos en esta tesis con una competencia entre el synprint libre introducido

y la secuencia synprint que se encuentra en los canales tipo P/Q.

Ademas de la secuencia synprint, se ha demostrado en sinapsis del

sistema nervioso central que el dominio C-terminal del canal de Ca?* tipo P/Q
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interactua con proteinas sinapticas adaptadoras tales como CASK, Rim o Mint
1, promoviendo la formaciéon de complejos macromoleculares que favorecen la
exocitosis altamente acoplada (Catterall et al., 2005a; Maximov et al., 1999).
Sin embargo, en células cromafines no se ha reportado la existencia de tales
complejos macromoleculares, aunque no podemos descartar la posibilidad de

que otros mecanismos de acople operen en estas células.

En resumen, los resultados de esta tesis muestran que ECIVD se induce
por un cambio del potencial de membrana que supera los -40 mV. El sensor de
voltaje que participaria de este mecanismo seria el CCDV de tipo P/Q, el cual
interacciona con la maquinaria exocitética a través del sitio de interaccion
synprint. De esta manera, podemos especular que la despolarizacién de la
membrana, al inducir un cambio conformacional del canal de Ca®' tipo P/Q,
provocaria a su vez la activacion de las proteinas exociticas del complejo

SNARE, promoviendo la liberacion vesicular.
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8. CONCLUSIONES GENERALESY
CONSIDERACIONES FINALES

Nuestro laboratorio, durante los ultimos 20 afios, se ha dedicado al
estudio de la exocitosis altamente acoplada al estimulo en células cromafines
(Alvarez et al., 2013; Alvarez et al., 2008; Alvarez et al., 2011; Marengo, 2005).
En estos trabajos anteriores se concluyd, entre otras cosas, que la exocitosis
de IRP esta mayoritariamente explicada por un acople intimo entre los canales
de Ca®** de tipo P/Q y las vesiculas asociadas a dicho pool vesicular,
establecida gracias a la interaccion entre la secuencia synprint del canal y

proteinas de la maquinaria exocitética.

En este trabajo de tesis, extendimos nuestro estudio a la exocitosis que
se dispara en respuesta a un estimulo que se aproxima en amplitud y duracién
a un potencial de accion. Concluimos que un PAgm libera un grupo de
aproximadamente 8 vesiculas, al que denominamos ETAP, el cual esta incluido
en el IRP, y su exocitosis depende en un 50% de fuentes de Ca*

extracelulares y en un 50% de un mecanismo independiente del influjo de Ca**.

Para caracterizar la fraccion de exocitosis independiente del influjo de
Ca?*, analizamos su dependencia con la duracion del estimulo, y encontramos
que esta alcanzaba su mayor amplitud en respuesta a despolarizaciones
cuadradas de aproximadamente 50 ms de duracion. Debido a esto, utilizamos
despolarizaciones de 100 ms para la caracterizacion de este mecanismo.
Encontramos que dicho fendmeno es independiente de fuentes extracelulares
e intracelulares de Ca?*, y esta asociado a una exocitosis SNARE dependiente
que se activa en forma sigmoidea con el voltaje aplicado. Estos resultados son
coherentes con lo descripto previamente por el grupo de Zhuan Zhou para
neuronas del ganglio de la raiz dorsal (Zhang et al., 2002). Adicionalmente,
nuestros resultados sugieren que en células cromafines de ratén el sensor de
voltaje asociado a esta exocitosis Ca?* independiente y voltaje dependiente,

ECIVD, seria el canal de Ca*" tipo P/Q, el cual interaccionaria con la
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maquinaria exocitotica a través de la secuencia synprint.

De acuerdo a lo mencionado, la aplicacién de despolarizaciones cortas
dispara, a través del mecanismo clasico Ca** dependiente y de ECIVD, una
exocitosis altamente acoplada al estimulo, aunque asociada a un pool vesicular
restringido. Suponemos que tales mecanismos pueden adquirir importancia
fisiolégica cuando las células cromafines son estimuladas a bajas frecuencias
de potenciales de accién, lo que ocurre en una situacibn de reposo,
convencionalmente llamada de breed and feed. Sin embargo, para que la
exocitosis altamente acoplada pueda sostenerse en el tiempo frente a la
aplicacién de una frecuencia baja pero sostenida de potenciales de accion, es
necesario contar con mecanismos que aseguren una apropiada recuperacion
de las vesiculas incluidas en los pequefos pools vesiculares asociados. En
este trabajo de tesis, encontramos que las células cromafines son capaces de
recuperar a un pequefo grupo de vesiculas, ETAP, a una velocidad tal que
permite mantener la exocitosis a frecuencias de potenciales de accion
compatibles con la actividad basal. Este proceso de recuperacion ocurre a una
velocidad mayor que las descriptas hasta el momento para células cromafines,
y depende de dos procesos: una transferencia de vesiculas desde pools

vesiculares rio arriba, y de una endocitosis rapida dependiente de dinamina.

Respecto al mecanismo de ciclado vesicular que opera a continuacion
de la endocitosis dinamina dependiente, los resultados de esta tesis no
permiten extraer conclusiones definitivas. Como ya se menciond, una hipétesis
posible es que dicha endocitosis sea la consecuencia de un proceso de kiss
and run, lo cual implicaria un reciclado vesicular local. Esta hipotesis esta de
acuerdo con lo postulado por el grupo de Corey Smith, que postula que a bajas
frecuencias de potenciales de accién se dispararia un mecanismo de fusién
vesicular transitorio (Fulop et al., 2005), mientras que a altas frecuencias
prevaleceria el colapso completo. Coherentemente, nuestros resultados
sugieren que ECIVD estaria asociada a fusiones tipo stand alone fooft, las
cuales fueron asociadas a kiss and run (Zhou et al., 1996). Sin embargo mas
investigaciones seran necesarias para definir este punto, tanto para ETAP en

general como para ECIVD.
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Este trabajo de tesis también abre otras preguntas para futuras
investigaciones. Por ejemplo, ¢cuales son los mecanismos de control que
operan sobre la endocitosis rapida descrita, y sobre el reciclado vesicular
posterior? Tenemos datos en el laboratorio que sugieren que dicha endocitosis
ocurre por un mecanismo clatrina independiente, aunque esto debe ser
corroborado. Variables tales como el Ca®*, el grado de agregacion de la actina
cortical, la activacion kinasas y fosfatasas que pueden modular el grado de
fosforilacién de la dinamina y otras fosfinas, y niveles de hormonas que actuan
sobre las células cromafines, son posibles agentes reguladores de estos
procesos (Wu et al., 2014a). También hay que tener en cuenta que nuestros
experimentos fueron realizados a temperatura ambiente, y es bien sabido que
esta variable acelera tanto la endocitosis como los procesos de reciclado
vesicular (Dinkelacker et al., 2000). Por lo tanto, es probable que en
condiciones fisioldgicas ETAP pueda incluso participar en un rango de
frecuencias mayor al descripto en esta tesis. Este y otros aspectos deberan ser

estudiados en futuros trabajos.
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