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Resumen

Las células cromafines aisladas de la médula adrenal del feto disparan
potenciales de accion continuamente en cultivo a una frecuencia
promedio de ~1 Hz. Esta actividad eléctrica es espontanea, es decir, no
depende de la estimulaciéon por agonista. Los mecanismos que
permiten a estas células disparar espontaneamente no se han
caracterizado hasta ahora. En este trabajo, cuantificamos la actividad
espontanea de las celulas cromafines en dos puntos de su desarrollo
haciendo uso de la técnica de 'patch-clamp' en configuracion de célula
adosada para registrar extracelularmente las corrientes provocadas por
el disparo de los potenciales de accion. Nuestro objetivo principal fue
identificar el papel de las corrientes intrinsecas en la generacion de la
actividad eléctrica. Examinamos el efecto de bloqueadores de las
principales conductancias expresadas en estas células sobre Ila
amplitud y frecuencia de las corrientes de accion registradas. Nuestros
resultados indican que en las celulas fetales los canales de tipo T son
requeridos para iniciar la depolarizacion que permite el disparo de los
potenciales de accién mientras que los canales de Na* juegan un papel
secundario; por otro lado, en las celulas neonatales, los canales de Na*
son los principales encargados de iniciar la depolarizacion que permite

el disparo del potencial de accion.



Summary

Chromaffin cells isolated from the fetal adrenal medulla fire action
potentials continuously at an average rate of 1 Hz in culture. This
electrical activity is called 'spontaneous' because it persists in the
absence of stimulation. To date, the mechanisms that allow these
cells to fire spontaneously remain unclear. In this study, we used the
ipatch-clamp' technique in cell-attached mode to record the
extracelullar currents elicited by action potential firing in chromaffin
cells isolated at two different developmental stages. We focused on
examining the role played by the intrinsic currents of the cell on the
generation of action potentials. We examined the effect of well-
known blockers of the main channels expressed in these cells on the
amplitude and frequency of action currents. Our results indicate that
in fetal chromaffin cells T-type calcium channels are essential
initiators of the depolarization that triggers the firing of action
potentials while sodium channels play an accessory role. In contrast,
neonatal cells, sodium channels are the main initiators of the

depolarization that triggers action potentials.
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Introduccion

Sistema Nervioso Auténomo

En los mamiferos, el control de las funciones vitales depende del
sistema nervioso autonomo (SNA), que es un conjunto de neuronas y nervios
eferentes que regulan la actividad de los sistemas cardiovascular, respiratorio,
digestivo, y urogenital ademas de los ojos y la piel.

El término “nervio simpatico” tiene su origen en las ideas Galeno, en
cuya opinion las cadenas de nervios cuyas raices se internan en la médula
espinal concertaban el acuerdo o “simpatia” entre las diversas partes del
cuerpo. En 1852, Claude Bernard comprobd que los nervios simpaticos se
comunican con los érganos del cuerpo, al examinar los efectos del dafo a los
nervios simpaticos en animales.

El SNA se comunica también a las glandulas endocrinas, un conjunto de
efectores especializados cuyas secreciones hormonales que se vierten al
torrente sanguineo, en el cual viajan hasta llegar a sus érganos blanco. Las
glandulas adrenales son uno de los multiples efectores de la divisidon simpatica
del SNA; su papel en la regulacién de las funciones corporales empezé6 a
establecerse a partir de 1985 cuando Oliver y Schaffer descubrieron que la
inyeccion de extractos de la médula adrenal a la sangre tiene efectos

marcados en el sistema cardiovascular (Goldstein DS, 2000).



El trabajo de Cannon (Cannon W, 1945) marcé una nueva etapa en el
estudio de la homeostasis y la funcion endocrina. Con sus trabajos, la
glandula adrenal empezd a considerarse como parte del 'eje simpato-adrenal’,
una unidad cuyo papel era preservar la homeostasis durante la exposicién a
estimulos extremos.

El termino adrenalina surgido hasta 1950, cuando Seyle lo usé para
designar a las catecolaminas secretadas de la médula adrenal durante el
fendbmeno que llamo 'la reaccion de alarma’, el primer paso para la adaptacion
general del organismo (Seyle H, 1950).

Numerosos trabajos en endocrinologia revelaron mas tarde las
complejas interacciones existentes entre los nervios y las hormonas. En la
actualidad, reconocemos que los conceptos promovidos por Cannon y Seyle
representan una excesiva simplificacion del modo en que opera el organismo.
A pesar de esto, los conceptos generales promovidos por ellos siguen estando
vigentes dentro del campo de la investigacion de la fisiologia de la respuesta al
estrés, pues dieron la pauta para entender los variados efectos de la
adrenalina en términos de preparar al organismo para enfrentar los retos,
internos y externos, que la mayoria de los mamiferos deben superar para
sobrevivir. Tales retos pueden ser resultado tanto de perturbaciones en el
equilibrio interno (pérdida repentina de nutrientes metabdlicos, hipotension,
cambio en el volumen intravascular, etc.) como de la competencia o

enfrentamiento con competidores de su especie o con depredadores.



Respuesta al estrés

En términos generales, se acepta que en respuesta a amenazas
globales o a insultos metabdlicos, el incremento de la actividad neural recibida
por la médula adrenal ocasiona la liberaciéon de catecolaminas a la sangre
venosa que sale de la glandula. La adrenalina viaja rapidamente por la sangre,
alcanzando a todos los drganos del cuerpo (con excepcion del cerebro) y
produciendo efectos del mismo tipo que los provocados por la activacion del
sistema simpatico (Tabla I., Cornett LE, 1989). Los receptores que median los
efectos de las catecolaminas se denominan receptores adrenérgicos. Existen
dos familias de receptores adrenérgicos, a y B; los receptores de la familia a,
tienen mayor afinidad por la noradrenalina que por la adrenalina y el
isoproterenol. mientras que los receptores de la familia 8, tienen mayor afinidad
por la adrenalina y el isoproterenol que por la noradrenalina.

Los valores basales de la secrecién de adrenalina se traducen en una
concentracion en plasma de 20 a 50 pg/ml. No obstante, estos niveles varian
considerablemente de acuerdo al estado fisiologico del individuo y pueden
llegar hasta 1 nM en situaciones tales como el infarto al miocardio, la

hipoglicemia aguda o la cetoacidosis (Cornet LE, 1989).



Tabla I. Efecto de las catecolaminas sobre los 6rganos periféricos. Adaptado

de Goodman y Gilman, 2001 y Norman AW y Litwack AG, 1997.

Organo Efector Receptor Respuesta
Ojos
Iris (musculo radial) al Contraccion (midriasis)
Iris (musculo ciliar) B2 Relajacion (para ver a distancia)
Corazon
Nodo Sino Atrial Bl 1 Frecuencia cardiaca
Auriculas B1 1 Contractilidad 1 Velocidad de conduccién
Nodo Atrioventricular Bl 1 Velocidad de conduccién
Fibras de Purkinje B1 1 Velocidad de conduccién
Ventriculos B1 1 Contractilidad
Arteriolas
Piel, mucosas y glandulas | a1,02 Constriccion
Cerebrales al Constriccion
Musculos esqueléticos, al Constriccion
Coronarias al,a2 Constriccion
Renales al, a2 Constriccion
Pulmones
Mdusculo Bronquial B2 Relajacion
Glandulas Bronquiales al 1
Estémago
Motilidad y tono al, a2, B2 l
Esfinteres ol Contraccion
Secrecion a2 l




Tabla I. (cont...)

Vesicula biliar y ductos B2 Relajacion

Vejiga urinaria

Detrusor B2 Relajacion

Trigone y esfinter al Contraccion

Uretra al T Motilidad y tono

Utero al,pl Depende del estadio del ciclo menstrual o el
Organos reproductores al Eyaculacién

Piel

Mdusculos pilomotores al Contraccién

Glandulas sudoriparas al Ligera secrecion localizada (ej. palmas de las
Bazo (capsula) al Contraccion

Higado al, B2 Glucégeno lisis

Pancreas

Acinar a? | Secrecion

Islotes de Lagerhans a2 | Secrecion de insulina y glucagon
Glandulas salivales al Secrecion viscosa

Glandulas lacrimales o? Secrecion

Tejido Adiposo B1, B3 Lipolisis

Células juxtaglomerulares B1 1 Secrecion de renina

Glandula Pineal B? 1 Sintesis y secrecion de melatonina

La accion de las CAs termina rapidamente después de su liberacion,
debido a que son rapidamente internalizadas por la mayoria de los tejidos, y
degradadas por accion de las enzimas monoamino oxidasa (MAQ) y catecol-o-

metil transferasa (COMT).



Ontogenia y caracteristicas de la médula adrenal

La médula de la glandula adrenal se forma a partir los precursores del
neuroectodermo que dan origen a las neuronas simpaticas y cuyo desarrollo es
dependiente de NGF. Estos precursores comienzan a migrar durante el dia
embrionario 11.5 en la rata hasta colocarse sobre los rifiones, en el centro de
la masa celular formada por las células que dan origen la corteza adrenal. En
este sitio las células en migracion completan su desarrollo hasta convertirse en
células cromafines.

El nervio esplanico provee de innervacion a la médula adrenal. Esta
compuesto de los axones de un grupo de neuronas preganglionares
distribuidas a lo largo de la columna intermedia del asta dorsal en la médula
espinal (segmentos T8-L1). Estos axones salen de la médula por el asta
ventral y al final del desarrollo entran a la glandula, estableciendo sinapsis
colinérgicas directamente con las células cromafines. Muchos de los
componentes clave de la maquinaria de secrecion estan presentes aun antes
del establecimiento de sinapsis colinérgicas, lo que sugiere que durante el
desarrollo embrionario las células cromafines son capaces de secretar
catecolaminas (ver antecedentes). La médula adrenal consta de dos
poblaciones de células cromafines que se distinguen por el tipo de CA’s
(adrenalina o epinefrina y noradrenalina o norepinefrina) que almacenan en

sus granulos de secrecion. Ambos tipos celulares presentan el mismo aspecto



histolégico cuando al microscopio Optico, sin embargo las células secretoras de
noradrenalina (NA) pueden distinguirse por que sus granulos son
electrodensos al microscopio electronico (Artalejo, AR, 1995). Los granulos
contienen ademas otros tipos de aminas tales como histamina, dopamina y
serotonina, y pueden contener trifosfato de adenosina (ATP), cromograninas y
neuropéptidos.

La observaciéon al microscopio electréonico revela la presencia de
organelos vesiculares de dos tamarnos distintos, los granulos cromafines, que
son vesiculas de gran diametro (300-400 nm) y contienen todos los
compuestos mencionados anteriormente y un conjunto de vesiculas de menor
diametro (60-90 nm) que contiene soélo catecolaminas. Al igual que las
vesiculas sinapticas de las neuronas, estos granulos se descargan por
exocitosis (Schmidt W, et al., 1983), caracteristica que ha sido aprovechada
por investigadores interesados en el estudio de los mecanismos de secrecion
neuronales y ha convertido a la célula cromafin en un modelo de exocitosis
muy popular (Rettig J y Neher E, 2002).

En suma, debido a su ontogenia, conexiones anatémicas y mecanismo
de liberacidn de hormona es justo considerar a las células cromafines como

analogas a las neuronas postganglionares del sistema simpatico.

Mecanismo de secrecion



En todas las células endocrinas, la secrecion de hormonas aumenta en
respuesta a un aumento en la concentracién de calcio libre intracelular
([CaZ+]i), suscitado ya sea por la liberacion de calcio de pozas intracelulares
provocada por sus secretagogos o por la apertura de canales de calcio
sensibles al voltaje en respuesta a cambios en el potencial de la membrana
(Scheger Wy Mollard P, 1995).

Esta dependencia de la [Ca®'];, fue explorada inicialmente por Douglas,
quien usando técnicas de registro intracelular con microelectrodos, describid
por primera vez los cambios en el potencial de membrana que ocurren al
aplicar el agonista, asi como el papel del calcio en la respuesta (Douglas WW 'y
Rubin P, 1961). Douglas acufio el término acoplamiento excitacion-secrecion
(‘'excitation-secretion coupling') para describir este proceso.

La secrecion de las células cromafines es estimulada por la acetilcolina
(ACh). La ACh ejerce sus efectos a través de dos tipos de receptores, los de
tipo nicotinico (nNAChR) y los de tipo muscarinico (mMAChR). Los nAchR son
canales cationicos no-selectivos que al ser activados, permiten la entrada de
los iones sodio y calcio (Sakmann B, et al., 1980). La activacion de esta
corriente en una célula en reposo (Vn=~-70 mV) provoca una depolarizacion
de la membrana conocida como potencial sinaptico excitatorio (PSE). Los
mMAChR's (M1 a M5) son receptores de siete dominios transmembranales que
pertenecen a la superfamilia de los receptores acoplados a proteinas G. Su
activacion promueve la produccion de Insps y la liberacion de calcio de los

2+]i

reservorios intracelulares. Este aumento en la [Ca“’]; modula la actividad de



muchas proteinas celulares incluyendo a los canales i6nicos y ocasiona un
aumento de la frecuencia de disparo de potenciales de accion.

Estos dos tipos de receptores son responsables de las dos fases de la
respuesta a la estimulacion con ACh observadas en condiciones fisioldgicas.
La primera fase es un aumento rapido y transitorio de la frecuencia de disparo
gue se debe a la despolarizacion que resulta de la apertura de los nAChR's. El
aumento en la frecuencia de disparo determina un aumento en la entrada de
Ca** a través de Ca,'s de tipo L. El rapido aumento de la [Ca®*] en
microdominios cercanos a las vesiculas de CAs ancladas en la membrana,
causa la fusion de algunas vesiculas a la membrana, y la liberacion de su
contenido (Becherer, 2004, Sorensten 2004). Durante a segunda fase, la
frecuencia de disparo disminuye con respecto a la alcanzada durante la
primera fase, pero continua siendo mayor que la frecuencia de disparo basal.
Esta fase se debe a la activacién de los mAChR's y debe su duracion a que
éstos promueven incrementos mas lentos y periédicos en la [Ca?']; (Guo X, et

al., 1996).

Propiedades eléctricas y generacion del potencial de accion

Las células cromafines expresan una gran variedad de canales iGnicos
que dan origen a las caracteristicas particulares de sus potenciales de accion.
Su potencial de reposo se mantiene alrededor de los -60 mV y depende

principalmente de Ek, pues el K' es el principal ion permeante en reposo



(Artalejo AR, 1997; Hollins B & lkeda S, 1996). Su capacitancia esta entre los 5
y10 pF. Poseen una alta resistencia de membrana (Rg= ~5GQ, Fenwick et al,
1989) lo que determina que facilmente disparen potenciales de accién en
respuesta a inyecciones de corriente tan pequefas como la acarreada por la
apertura de un solo canal iénico (Fenwick et al, 1989). Sin embargo, es posible
que en la glandula intacta Rg sea menor, ya que mediciones de Reg en células
registradas in situ con electrodos intracelulares (Nassar-Gentina V., 1988), o
en rebanadas con electrodos de patch-clamp (Moser T, 1998) arrojan valores
de 25 a 200 MQ. Esto ha dado pie a proponer que las células se encuentran
acopladas eléctricamente in situ, aunque este acople debe ser de muy baja
conductancia (Moser T, 1998).

La contribucién de las diferentes clases de canales iénicos a generacion
del potencial de accién y la forma de éste, puede examinarse en cada fase de
la onda (Ver Figura 1, los numeros al inicio de cada parrafo se refieren a las
fases indicadas en el diagrama) :

1) El potencial de accién inicia cuando el PSP despolariza a la célula por
arriba del umbral de disparo (Figura 1.1) logrando la activacion de los canales
de sodio dependientes del voltaje (Na,'s). Una vez superado este punto critico,
la tasa de despolarizacién aumenta hasta un maximo de 160 Vs'. La
despolarizacién continua hasta llegar a los 30 mV, caracteristica que revela la
participacion de los Na,'s como iniciadores de la onda del potencial de accion
(Artalejo AR, 1995, Hollins e Ikeda, 1996). En las células cromafines adultas,

sblo se ha identificado un tipo de corriente de Na* que se caracteriza por su



inactivacién rapida y su bloqueo por tetrodotoxina (0.1 uM TTX). En las células
cromafines fetales existen ademas canales de calcio (Ca,'s) de tipo T (ver
tabla 2, Vact) que también podrian activarse durante esta etapa y contribuir a
la despolarizacion inicial del potencial de accion.

2). En esta fase, el potencial de accion sobrepasa el punto en que V,=0. Los
principales canales activos durante esta fase son los canales de sodio antes
mencionados y los Ca,'s de alto umbral (P, N, L) que empiezan a activarse por
efecto de la despolarizacion provocada por los canales de sodio. La duracién
de esta fase es muy importante ya que controla el influjo de calcio a la célula y
en consecuencia, la secrecion de catecolaminas. 3). La fase de repolarizacion
del potencial de accion (Figura 1) ocurre enseguida a consecuencia de dos
procesos: por un lado los Na,'s se inactivan muy rapidamente y el la entrada
de Na* decae y por otro, la despolarizacion activa gradualmente a los canales
de potasio dependientes del voltaje (K,'s), cuya corriente contrarresta a la
corriente de Na*. La activacion de los Ca,'s (P, N y L) ocurre durante esta fase.
En células cromafines de rata adulta, el mayor contribuyente a la corriente de
Ca?* de la célula es el Ca, tipo L (Gandia, 1995). En esta fase también se
activa la corriente de K* activada por Ca?* . Estos canales (BK) son sensibles
tanto a cambios en el potencial de membrana como a cambios en la [Ca®*]i, en
el orden de 1 a 10 uM (Conley EC, 1996), de manera que alcanzan su mayor
actividad en el momento en que la entrada de Ca®" por los Ca,'s vecinos y la

despolarizacion coinciden, al inicio de esta fase. Su actividad es fundamental



para controlar la duracion del potencial de accién y el intervalo de tiempo entre

disparos dentro de tren de potenciales de accion.

2.1 _(TTX-S)

I (L,N,P)“
0mV

3.1 (BK,BK )
1.1 (TTX-S)
I.(D
4.1 (SK,K)
-60 mV
20 mV‘
10 ms

Figura 1. Fases del potencial de accién. Entre paréntesis junto a cada fase
se muestran las corrientes que se activan durante ella en las células
cromafines.

4) La fase final se conoce como hiperpolarizacion tardia y depende en parte de
los canales de potasio activados por calcio tipo BK (K4=0.1 uM — 10uM), y
también en parte de los canales SK. Los canales SK son mas sensibles al

calcio en condiciones basales (Ky=0.63 uM, Park YB, 1994) que los canales



BK, vy son practicamente insensibles al potencial de membrana (Conley EC,
1996) y por ellos su actividad es importante principalmente en la determinacion
del potencial de reposo de la membrana y por lo tanto del umbral de disparo.
Los canales tipo BK en cambio, son sensibles a la concentracion del calcio y a
la depolarizacion de la membrana, asi que se activan después de la entrada de
calcio y la depolarizacién ocurridas desde la segunda fase del potencial de
accion. El aumento de la conductacia del K ocasionado por la apertura de los
canales BK contrarresta la depolarizacion producida en la fase 3 y ocasiona la
hiperpolarizacion observada en esta fase.

La tabla Il, muestra un resumen de las caracteristicas de las corrientes
mencionadas junto a cada fase en la figura 1. Otras corrientes identificadas en
células cromafines de rata incluyen: lrc (Artalejo AR, 1997), Katp (Thompson,
RJ y Nurse CA, 1998), SOC, corriente activada por vaciamiento de reservorios
intracelulares o ‘store-operated current’; Fomina AF, Nowycky MC, 1999), ERG
(Gullo F, et al.,, 2003) y una corriente catidonica no selectiva activada en

respuesta a un aumento en la pCO, (Mufioz AM, et al., 2005).



Tabla Il. Corrientes de membrana presentes en las células cromafines de rata.

lon Tipo Y unit (PS) % liotal VacT (pS) Inactivacion
Ca** L 20-27° ~50%' 30mv®  Muy Lenta
P 10-12° 27 -50 mV**  Lenta®*
N 20-27° 30-40%" -30mV®  Moderada®
T 8-10"? -100%/44%" 2 -50 mVV?>  Rapida?
-40%/10%
Na” TTX-S 107 100% -45mV°®  Rapida®®
K* lrr* ? "40%!8 -30 mV® Muy Lenta®
BK, 270" -60%%.75%  -30 mV® Moderada'
BKpi 270" 60%%.25%° -30 mV® Muy Lenta™
SK 3-5psS”" 2 ? ?
Notas: /on: Principal ion permeante en condiciones fisiolégicas, ¥ ynit:

Conductancia de canal unico, % Ity Porcentaje de la corriente idnica total

dada por la especie idbnica mencionada atribuible a ese tipo de corriente, Vacr:

Potencial al que se detecta la activacion inicial de la corriente. TTX-S: Sensible

a TTX (0.1 uM). *Irr: Rectificador tardio. * El primer porcentaje indica % liotal

que representan esta corriente, el segundo porcentaje indica la porcion de la




poblacion en la que el dato anterior se cumple. En células de rata fetales estas
proporciones representan a la contribucion de la corriente T en el 54% de las
células en las que esta presente, el resto de la corriente se debe a canales N y
L. T Porcentajes de corriente durante un pulso de potencial a -10 mV, en
presencia de Ca?" extracelular. Referencias: 1. Gandia, et al., 1995; 2.
Bournaud R, et al., 2001; 3. Tsien et al., 1991; 4. Llinas et al., 1992; 5. Hollins e
Ikeda, 1996; 6. Ver Resultados; 7. Fenwick E, et al., 1982; 8.Marty y Neher,

1985. 10. Solaro y Lingle, 1992. 11. Park YB, 1994.



Antecedentes

Actividad espontanea y respuesta a la estimulaciéon de receptores a

secretagogos

Se estima que entre el 65 y el 85% de las células cromafines de rata
adulta y el ~50% de las de ratdn disparan potenciales de accién de manera
espontanea, tanto en la glandula intacta, como in vitro (Micheletti M, et al., 2005,
D'Andrea P, et al., 1996, Nassar-Gentina V, et al., 1988). Las células cromafines
de ambas especies disparan potenciales de accién de forma continua y arritmica
con una frecuencia que va de 0.05 a 0.1 s enratay se centra alrededor de los
6 Hz en ratén (Brandt BL, et al., 1976).

El disparo espontaneo de PA’'s no es el unico tipo de actividad
espontanea que demuestran las células cromafines, 65 a 87% del total exhiben
cambios oscilatorios en la [Ca®*]; (Malgaroli A, et al., 1990, Micheletti M, et al.,
2005). En oftros tipos celulares, estos dos tipos de actividad estan intimamente
relacionados. Por ejemplo, los gonadotropos de la pituitaria exhiben oscilaciones
de calcio cuya dinamica esta gobernada claramente por la dinamica de las
conductancias de membrana. Los potenciales de accion disparados en
respuesta a la estimulacion con GnRH ocasionan la entrada de calcio a través
Y,

de Ca,'s lo cual ocasiona aumentos periédicos en la [Ca (Corrette, et al.

1995).



En células cromafines de rata y ratén la relacion entre la actividad
eléctrica y la generacién de las oscilaciones de calcio es menos clara. No asi en
las células de bovino, en donde es claro que ambos tipos de actividad se regulan
de forma independiente.

Es poco probable que las células de rata se parezcan a las de bovino en
este aspecto debido a las cruciales diferencias entre hay ellas. En primer lugar,
tanto el disparo espontaneo de PA’s como las oscilaciones de la [Ca®']; estan
ausentes en células bovinas (Burgoyne RD, et al., 1989). En segundo lugar, las
células bovinas responden pobremente a los agonistas muscarinicos, los cuales,
en células de rata, frecuentemente estimulan la generacion de oscilaciones de
Ca?* (Kim KT, et al., 1989, Finnegan, et al., 1996).

La aplicacién de agonistas a mAchR o los receptores de bradicinina (B1)
o histamina (H1) presentes en la membrana de estas células determina
aumentos de la frecuencia de disparo en células espontaneamente activas y el
disparo de potenciales de accion en células previamente inactivas. En ambos
casos se producen también oscilaciones de la [Ca®']. El aumento en la
frecuencia de disparo se debe a la despolarizacién ocasionada por la activacion
de conductancias de membrana reguladas por los mAChR, B1 o H1. Las
oscilaciones de la [Ca®*"], se atribuyen a la liberacién de calcio de pozas
intracelulares provocada por los agonistas. De forma similar a su efecto sobre la
frecuencia de disparo, la activacion de mAChR, B1 o H1 provoca el inicio de
oscilaciones de la [Ca®'], en células inactivas e incrementa la frecuencia de

oscilacidon en aquellas que presentaban oscilaciones espontaneamente. En



2*).. Estas

algunos casos también se presenta un incremento sostenido en la [Ca
oscilaciones del Ca®* se distinguen del tipo de oscilaciones provocadas por el
disparo de trenes de potenciales de accidon en gonadotropos por su curso

temporal lento ($=~100 s).

Respuestas a agonistas a los receptores metabotropicos

Las vias de sefalizacion que controlan la dinamica del Ca** en células
cromafines no se han caracterizado exhaustivamente. Se sabe que los
reservorios intracelulares de Ca®* participan en la generacién de oscilaciones
provocadas por agonistas, sin embargo el mecanismo responsable de las
mismas no se ha definido completamente. Los primeros reportes sefalan que
los reservorios acoplados a los canales de liberacion intracelular sensibles al
inositol trifosfato, también conocidos como Receptores de InsP3; (InsP3R)
estaban involucrados. Estos canales intracelulares se activan al entrar en
contacto con inositol-1,4,5-trisfosfato (IP3) liberado a partir de la hidrdlisis del
fosfoinositido de membrana fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (Alberts, et al., 2002)
que la enzima fosfolipasa C rompe para generar diacilglicerol e InsP3; cuando es
activada por Ga, la proteina que traduce la senal de los receptores
muscarinicos, ya sean estos receptores a bradicinina o a histamina. En ese
primer estudio Malgaroli y colaboradores (1990) afirmaban que la entrada de
Ca?* por canales de membrana no era importante para la generacion de

oscilaciones de [Ca*']i a pesar de que estas Ultimas desaparecen en ausencia



de calcio extracelular. En su preparacion, los bloqueadores de canales de calcio
Ni**, Cd®* (50-100 puM) y nitrendipina (0.5-10 uM), el bloqueador de Na,'s TTX (1
uM) y la solucidn externa libre de Na* aplicados al medio externo no afectaron a
las oscilaciones de calcio.

El pre-tratamiento con neomicina, un inhibidor de la sintesis del InsPs,
bloqued las oscilaciones de calcio provocadas por Bc, pero no las oscilaciones
espontaneas. Mas tarde, se propuso que los receptores a ryanodina (RyR) eran
los responsables de la generacién de las oscilaciones de la [Ca*]i, en vista de
que la cafeina y la ryanodina, ambos agonistas del RyR (Ryanodina; Rosseau,
1987), fueron los unicos agonistas capaces de generar oscilaciones de la [Ca®);
que, al igual que las oscilaciones espontaneas, no fueron bloqueadas por
ninguno de los tratamientos anteriormente mencionados.

El siguiente estudio de estos autores (Malgaroli y Meldolesi, 1991) puso
en duda los resultados anteriores al demostrar que la despolarizacion inducida

por alto [K+] (KClI 5 mM) aumenta la frecuencia de las oscilaciones de [Ca2+]i,

adicionalmente confirmaron que (1) las oscilaciones de la [Ca®);

inducidas por
Bc son dependientes de [Ca®*]ext, ya que el vaciamiento de los reservorios por
exposicion a un medio sin calcio previo a la aplicacion del agonista impide la
generacion de oscilaciones de la [Ca®*], en respuesta a Bc; (2) la introduccion
del agente quelante del Ca®* derivado del BAPTA-AM (50 pM) ocasiona la

pérdida de las oscilaciones; (3) las células que oscilan secretan mas que

aquellas que no oscilan.



En suma, estos resultados sugieren que la entrada del Ca®* a través de la
membrana es necesaria para la generacidén de oscilaciones inducidas vy
espontaneas. Una hipotesis seria que ésta es necesaria para abastecer a los
reservorios de calcio y ejerce su influencia a través de aportar Ca** desde el
exterior.

El papel de la entrada del Ca®* a través de la membrana adquirid mas
relevancia cuando se demostré que la aplicacion de KCI 3 mM induce a células
previamente inactivas a oscilar. Mejoras en la técnica de registro y aplicacion de
drogas permitieron revelar que tanto el bloqueo de los Na,'s (TTX 1 uM;
D'Andrea 1994) como el de los Ca,'s (Nitrendipina 1 uM; D'Andrea 1993) inhibe
sustancialmente o termina las oscilaciones de calcio.

Por otro lado, el papel central del InsPsR en la generacién de las
oscilaciones de la [Ca®*'], se confirmd al demostrarse que la heparina, un
inhibidor competitivo del InsP3;, es capaz de bloquear tanto las oscilaciones
espontaneas como las inducidas por Bc. Los RyRs fueron relegados a un
segundo plano cuando se demostré que, a diferencia de lo descrito
anteriormente (Malgaroli, et al., 1990), la aplicacion de ryanodina (10 uM) no
cambia la frecuencia ni la forma de las oscilaciones, ni suprime las oscilaciones
iniciadas por la aplicacién de Bc en la mayoria de las células. Las oscilaciones,
ya sean inducidas o espontaneas, son bloqueadas solo en casos aislados, en
los que la ryanodina suscita una salida de calcio suficiente para mantener la

[Ca®']i permanentemente elevada. Esto lleva a concluir que los efectos de la



ryanodina y cafeina sobre el patrén de oscilacibn pueden explicarse por
aumento de la [Ca®']ique son capaces de provocar los RyRs (D'Andrea 1993).

D'Andrea en 1993, propuso que existe en los reservorios de calcio un
oscilador “marcapaso” dependiente de InsP;R cuya actividad se mantiene
constantemente en regiones limitadas del reticulo tanto en células oscilantes
como en células inactivas. En su modelo, las oscilaciones de calcio son
provocadas por la amplificacién de las oscilaciones generadas en el oscilador.

En apoyo a la idea de que un aumento de la [Ca®'], podia permitir la
extension de las oscilaciones iniciadas por el oscilador de reticulo mediante un
mecanismo conocido como liberacion de calcio inducida por calcio, CICR
(‘Calcium Induced Calcium Release’) se demostr6 que la aplicacién de
tratamientos que incrementan la entrada de calcio a través de la membrana (p.
ej. el aumento de la despolarizacion de membrana ocasionada por el bloqueo de
canales de K" por TEA 5 mM, o de canales de K" activados por calcio SK por
Apamina 1 uM, y el aumento de la entrada de calcio a través de los Ca,’s; con
Bay K 8644 0.5 uM, en fase con las oscilaciones de calcio ya existentes resulta
en el incremento de la amplitud de las oscilaciones sin aumentar su frecuencia
(D'Andrea 1994).

Estos efectos son antagonizados por la aplicacion de dosis bajas de
tapsigargina (Tg, inhibidor especifico de la ATPasa que bombea calcio al reticulo
endoplasmico sarcoplasmatico). La Tg también bloquea la generacién de
oscilaciones de [Ca?']i cuando se aplica a mayores concentraciones (> 0.1 uM),

al impedir el reabastecimiento de los reservorios (D'Andrea 1993). El efecto de la



Tg es, en resumen, disminuir el numero de reservorios reclutados por el
oscilador de calcio interno.

En resumen, las oscilaciones de [Ca®"];

dependen de la entrada de calcio
a través de la membrana plasmatica y desaparecen después de entradas

excesivas de calcio.

Relacion entre la dinamica del calcio intracelular y la actividad

eléctrica de la membrana

Marengo y Monck (2000), trabajando en celulas cromafines demostraron
que las despolarizaciones breves de la membrana, como los potenciales de
accion, originan a cambios rapidos y pronunciados de la [Ca®*];; en tanto que una
despolarizacién transitoria (0 mV) de 40 ms de duracion, -similar a la producida
por un tren de potenciales de accion- ocasiona la formacion de un gradiente de
concentracion de calcio a partir de la membrana que se extiende hasta el nucleo
celular y se disipa en centenas de milisegundos (t;= ~7.6 ms, t2= ~155 ms), lo

que imposibilita su deteccion con los sistemas de medicion de [Ca®'];

empleados
en la mayor parte de los estudios de dinamica del calcio en células cromafines
realizados, los cuales emplean velocidades de muestreo de ~0.5 Hz (Malgaroli
1990, D'Andrea 1993), lo que permite suponer que ciertos tipos movilizacion
rapida de calcio pueden haber pasado desapercibidos. En efecto, este parece

ser el caso, pues recientemente se identificaron oscilaciones de calcio rapidas y

de menor amplitud (0.3 Hz ~200 nM) que las descritas previamente (0.015 Hz,



~700 nM). Estas oscilaciones dependen de la generacion de trenes de PA’s
(Micheletti, et al., 2005) y se distinguen de las descritas anteriormente en que:
(1) al igual que los transitorios de calcio producidos por un PA o por un tren de
PAs (Marengo y Monck 1999), las oscilaciones rapidas de calcio no se afectan
por bloqueadores de la ATPasa de Ca?* del reticulo endoplasmico (CPA 20
uM). (2) los agonistas de canales de calcio, como el BK8644, no las afectan ni
pueden inducirlas (3) la fijacion del voltaje de membrana a potenciales cercanos
al potencial de reposo (-50 mV) impide su generacion (4). Oscilaciones rapidas
de calcio idénticas a las observadas espontaneamente pueden generarse
cuando los PA's registrados en otras células se usan como voltaje comando.
Esto indica que la excitabilidad de la membrana, ademas de permitir el
reabastecimiento de los reservorios de calcio e influir indirectamente sobre la
amplitud de las oscilaciones de calcio al incrementar el calcio libre citoplasmico

es capaz de generar por si misma aumentos significativos del calcio intracelular.

Generacion de actividad eléctrica espontanea

Aunque las conductancias que permiten el disparo de potenciales de
acciéon en células cromafines se conocen desde hace tiempo, los mecanismos
que permiten la generacidn continua de potenciales de accion no han sido
estudiados en detalle. Los mecanismos que permiten la actividad eléctrica
espontanea, es decir el disparo continuo de potenciales de accién en ausencia

de estimulos externos se han caracterizado en algunos tipos de neuronas



(Hausser, et al, 2004). La actividad espontanea en neuronas se refiere al
disparo de potenciales de accion en ausencia de estimulacion sinaptica, la cual
en la mayoria de las neuronas se suma para provocar una despolarizacion de
suficiente magnitud para alcanzar el nivel de disparo de los potenciales de
accion. La actividad espontanea en neuronas depende de una interaccion entre
las corrientes intrinsecas de la célula la cual permite que ésta se despolarize
mas alla del umbral de disparo, inicie un potencial de accion y regrese a valores
cercanos al potencial de reposo, para volver a despolarizarse de nuevo y
comenzar de nuevo el ciclo. Diversos estudios han identificado a las corrientes
responsables de la despolarizacion inicial que lleva a la célula a alcanzar el
umbral de disparo. En algunos casos, esta despolarizacién depende de la
activacion de canales activados por la voltaje, como los Ca,’s de bajo umbral
(canales de calcio de tipo T; McCormick y Huguenard, 1992). En algunas
neuronas, los corrientes acarreadas por Na,’s o por conductancias cationicas no
selectivas son las encargadas de despolarizar el potencial de membrana hasta
el umbral de disparo (Raman et al., 2000; Taddese and Bean, 2002; Do y Bean,
2003; Jackson et al., 2004). Neuronas como las células de Purkinje del cerebelo,
son capaces de disparar espontaneamente a alta frecuencia (~40-50 Hz) gracias
que poseen un componente de corriente de sodio residual que se activa al
terminar la fase de repolarizacion del potencial de accién, proporcionando a la
célula la corriente entrante necesaria para alcanzar el umbral y disparar el
siguiente potencial de accion. Esta conductancia residual de Na es acarreada

por los mismos canales rapidos de sodio sensibles a TTX que, en otras



neuronas, se inactivan completamente al final del periodo de repolarizacion. La
corriente “resurgente” que presentan estas células, es consecuencia de la
actividad de una proteina enddégena que actua como un bloqueador del poro
abierto, compite con la compuerta de inactivacion del canal, interactuando con el
poro para bloquearlo durante la fase de despolarizacion del potencial de accién
para después disociarse cuando la célula se despolariza, permitiendo que los

canales se abran brevemente.

La actividad eléctrica espontanea de las células cromafines fetales

Las células cromafines aisladas de fetos de rata de 18 DIU presentan

oscilaciones espontaneas la [Ca®"];

(A. Hernandez, comunicacion personal). Este
tipo de actividad no es el unico rasgo enigmatico de las células cromafines
fetales. Un examen detallado revela que estas células ya poseen componentes
clave de la maquinaria de secrecion de hormonas. Es probable que en muchas
de las células, esta maquinaria sea funcional ya que se han reportado, bajo
microscopio electronico, la presencia de ’‘formas omega’ (equivalente
morfolégico del evento de exocitosis) desde el dia embrionario 14. Ademas, se
ha detectado in vivo durante la gestacion la secrecion de catecolaminas (Jensen
A, 1996). Estos eventos de secrecion son relativamente sorprendentes, puesto
que ocurren antes del inicio de la innervacion de la glandula y de la aparicion de

los NAChR's, lo cual ocurre hacia el dia gestacional 18-20 y de los mAChR's que

aparecen a partir del dia postnatal 2-3 (Oomori, et al., 1998). Es posible



entonces, que las oscilaciones de calcio sean una manifestacion de un
mecanismo que permite a las células secretar catecolaminas durante la

gestacion.

Papel de la secrecion de catecolaminas en la respuesta fetal a la

hipoxia

Durante la gestacion, la pO; en la sangre fetal puede decaer a
consecuencia de las contracciones uterinas espontaneas que ocasionan una
reduccion del flujo sanguineo fetal y de la presion arterial. En la etapa terminal
de la gestacidn, la respuesta del sistema cardiovascular a la hipoxia aguda esta
mediada por la accién de los baroreceptores del cuerpo carotideo. Sin embargo,
en etapas tempranas del desarrollo gestacional, el reflejo de los baroreceptores
aun no esta presente y el sistema simpatico inmaduro, no es capaz de regular la
constriccidn de las arterias para incrementar la presion arterial. Por lo tanto la
respuesta a la hipoxia sistémica depende de la actividad secretora de la células
cromafines (Jensen A, 1996). En la oveja, las células cromafines son capaces de
aumentar la secrecion de CA’s sin ser activadas por el sistema simpatico. La
despolarizacion que promueve la secrecion de catecolaminas depende, del
cierre de conductancias al K* sensibles a la hipoxia. En células cromafines de
ratas neonatales también se ha descrito la presencia de conductancias de K"
que se cierran en respuesta a la caida de la pO, (Thompson, et al., 1998,

Mochizuki-Oda, et al., 1997, Takeuchi, et al., 2001), ademas de la presencia de



una conductancia cationica no selectiva sensible a la pCO; (Muiioz AM, et al.,
2005). En respuesta a la hipoxia, la concentracion de CA's en sangre aumenta
drasticamente, lo cual ocasiona la redistribucion de la sangre hacia el corazén y
el cerebro y un aumento en la frecuencia cardiaca. Esta respuesta se origina de
las células cromafines inmaduras del feto (se desconoce si todas las
poblaciones de cromafines participan, la respuesta, ya que las catecolaminas
secretadas pueden provenir de las células cromafines de la médula adrenal
como de los grupos celulares cromafines que se derivan de los mismos
precursores y que desaparecen después del nacimiento). Al menos en el ratén,
se ha demostrado que esta respuesta homeostatica es esencial para la
sobrevivencia durante la gestacién. El 90% de los fetos de ratdén incapaces de
producir CA's mueren antes del dia 15.5 de la gestacion (Zhou QY, et al., 1995).
Estos animales no sintetizan CA’s debido a que carecen de los dos alelos del
gen que codifica para la enzima tirosina hidroxilasa (TH). La muerte fetal ocurre
a causa de una congestion cardiaca aguda, a menos que las madres reciban un
suplemento de L-DOPA, precursor de las CA's, durante la gestacion. Al igual
que los animales TH", los animales normales a los que se les administra un
bloqueador genérico de los receptores p-adrenérgicos a los que se une la
adrenalina, mueren a causa de una falla cardiaca cuando son sometidos a

hipoxia in vitro (Jensen A, 1996, Portbury, et al., 2003).



Justificacion del Proyecto

Los mecanismos que controlan de la secrecion de catecolaminas se han
estudiado en células cromafines aisladas de animales jovenes y adultos. La
secrecion de estas células incluye un componente significativo de la secrecién
que se debe a la liberacion de CA'’s ocasionada por oscilaciones espontaneas
de calcio. La mayoria de los estudios realizados hasta ahora se han enfocado a
estudiar las oscilaciones de calcio suponiendo que el conocimientos acerca del
origen de la actividad eléctrica en otros tipos celulares o situaciones
experimentales se aplican exactamente. Nosotros proponemos que es preciso
estudiar a profundidad el origen de a la actividad eléctrica y entender cuales son
las consecuencias de su manipulacién antes de tratar de extender las diversas
maniobras experimentales al estudio de las oscilaciones de calcio y la secrecién.
Por otro lado, es posible que en las células cromafines inmaduras que son
objeto de nuestro estudio, la actividad eléctrica también contribuya a la
generacion de oscilaciones de calcio intracelular y la secrecion de
catecolaminas. Para entender el origen de las oscilaciones es necesario estudiar
los mecanismos que permiten su generaciéon. El presente estudio buscamos
caracterizar el patron de la actividad de eléctrica en dos puntos del desarrollo de
las células cromafines (fetal y neonatal) y examinar, en estos dos estadios, los

mecanismos que permiten la generacion espontanea de potenciales de accion.



Hipotesis

La actividad eléctrica espontanea de las células cromafines inmaduras, resulta
de la interaccion entre sus conductancias intrinsecas de la membrana. Estas
conductancias pueden o no ser iguales en los dos estadios que se comparan en

este trabajo



b)

Objetivo General

Caracterizar el patron de disparo espontaneo de las células cromafines
fetales y neonatales, y estudiar la participacién de los canales responsables de
las conductancias involucradas en la generacion del potencial de accion en
células cromafines examinando los efectos de inhibidores especificos de estas

conductancias, sobre dicha actividad eléctrica espontanea.

Objetivos Particulares

Cuantificar la frecuencia de disparo basal de las células cromafines
fetales y neonatales bajo condiciones de cultivo estandar y determinar si existen
diferencias en la frecuencia de la actividad espontanea en estos dos puntos de

desarrollo.

Determinar que si la generacion espontanea de potenciales de accion
depende de la actividad de los canales de sodio voltaje dependientes en células
cromafines fetales (17-18 DIU) y neonatales (2-3 DPP) de rata mediante el uso

de inhibidores especificos como la Tetrodotoxina y la Vinpocetina.



c) Determinar si la participaciéon de los canales de calcio dependientes de
voltaje, y en general la entrada de calcio a través de la membrana es necesaria

para la generacion de la actividad espontanea.



Metodologia

Animales

Todos los animales utilizados en este trabajo fueron obtenidos de la
Unidad Académica Bioterio del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad
Nacional Auténoma de México, en donde fueron mantenidos de acuerdo a
lineamientos marcados por la Norma Oficial Mexicana (NOM062-ZO0-1999,
especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de

laboratorio).

Cultivo celular

Todos los cultivos fueron preparados por la Biol. Diana Millan, del
Departamento de Neurociencias del IFC. Para la obtencion de células
cromafines fetales, las ratas embarazadas fueron sacrificadas por dislocacion
cervical en el dia 18 de gestacion. Los uteros fueron colectados y lavados con
medio Hank's (‘Hank's Balanced Salt Solution” o HBSS). Los fetos fueron
separados del utero junto con su saco amnidtico y se colocaron bajo el
microscopio estereoscopico para disecar las glandulas adrenales. Para la
obtencion de células neonatales, los neonatos de una camada se separaron de
la madre en el dia postnatal 3. Los neonatos se anestesiaron por hipotermia
antes de disecar las glandulas adrenales en la misma manera que se hizo para

la obtencién de células fetales. Las glandulas disecadas fueron mantenidas en



medio HBSS frio. Después de terminada la fase de coleccion, las glandulas
fueron lavadas cuatro veces con HBSS frio y digeridas enzimaticamente por
incubacion con Colagenasa tipo I (Worthington, Inc., Lakewood, Nueva Jersey,
EUA) y DNAasa, disueltas el HBSS usado para suspender a las glandulas a una
concentracion de 1mg/ml y 1.5 mg/ml, respectivamente. Esta preparacion se
agita constantemente durante 45 minutos en una incubadora a 37 °C. La
digestiéon se detiene al sustituir el medio por HBSS sin enzimas, las células
disociadas fueron colectadas por centrifugacion por 10 minutos a 800 r.p.m. El
sobrenadante se descartd y las células fueron resuspendidas en medio DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium; Gibco, Invitrogen Corp., Grand Island New
York EUA) acondicionado con 5% de suero fetal bovino. Las células obtenidas
se colocaron en gotas sobre una caja Petri de plastico estéril y se incubaron
durante 30 min a 37 °C en una incubadora, en presencia de 95% aire y 5% CO..
La suspension de células que no se adhirieron al plato de Petri se recuperd del
sobrenadante y se centrifugd a 800 r.p.m’s. Las células en la pastilla son
resuspendidas en medio de cultivo DMEM. La suspension se sembroé en placas
de cultivo de 12 pozos (Corning, Inc., Corning, Nueva York, EUA) en cuyo fondo
se habia colocado previamente un cubreobjetos de vidrio de 35 mm, recubierto
con Poli-D-Lysina (Preparados por incubacion del vidrio en una solucion 0.1
mg/ml de PDL, 8 h a 4 °C). Después de que se observd que la mayoria de las
células se han adherido al fondo del cubreobjetos, se agregd 1 ml de DMEM a
cada cubreobjetos y la placa se colocé en una incubadora humeda en una

atmosfera compuesta de 95% aire y 5% CO,. Las cultivos asi obtenidos fueron



empleados para registro desde las 12 horas y hasta 48 horas después de su
siembra en la mayoria de los casos. Bajo el microscopio, las células cromafines
pueden ser distinguidas facilmente de las células de la corteza de la glandula
adrenal debido a que son de menor tamafo (diametro 10-15 uM vs. 25-35 uM) y
a que su citoplasma tiene un aspecto uniforme pues carecen de las vesiculas de
lipidos que dan una apariencia granular al citoplasma de las células de la

corteza.

Preparacion de soluciones

Solucién Interna para registro de corrientes de Ca®* y Na*

Compuesto Concentracion (mM)

Metanosulfonato de Cesio 115

Cloruro de Cesio 15
BAPTA-Tetracesio 2
ATP Magnesio 4
GTP Magnesio 0.5
Fosfocreatina 10
HEPES 5

Solucion interna para registro de corriente de Na*
Compuesto Concentracion (mM)

Metanosulfonato de Cesio 115



Cloruro de Cesio 15

BAPTA-Tetracesio 2
ATP Magnesio 4
HEPES-Na 5

Notas de preparacion: El pH fue ajustado a 7.3, la osmolaridad fue
ajustada a 280 mOsm, usando un osmémetro de punto de vapor Wescor
(Wescor; Logan, Utah, EUA). Las soluciones fueron mantenidas en congelacién
(-20 °C) hasta el momento de su empleo. La eleccion de Cs* como i6n principal
de la solucién interna en vez de K*, se debe el Cs” es bloquea selectivamente a
los canales de K cuando es aplicado intracelularmente, lo cual permite registrar
las corrientes de Na* y Ca?* en aislamiento.

Solucién externa

Compuesto Concentracion (mM)
Cloruro de Sodio* 145

Cloruro de Potasio* 3

Cloruro de Calcio* 2

Cloruro de Magnesio* 2

Glucosa 5

HEPES 10
Bicarbonato de Sodio* 1

Fosfato monobasico de Sodio* 0.5



pH ajustado a 7.35 con NaOH. Osmolaridad fue ajustada a 290 mOsm con NaCl.

Preparacién de drogas

Las drogas empleadas fueron diluidas en solucion extracelular al
momento de su empleo a las siguientes concentraciones: Tetrodotoxina (TTX)
0.5 um y 10 uM, Caribdotoxina (CbTx) 100 nM, Nifedipina (NIF) 5 uM, Mibefradil
(MIB) 10 uM. TTX, MIB y CbTX fueron preparadas a partir de alicuotas de
soluciones concentradas (1mM, 100 uM y 10 mM, respectivamente) mantenidas
en congelacién (-20 °C) desde el momento de su preparacion. Las soluciones
de Nifedipina fueron preparadas el dia de su empleo, de acuerdo a las
instrucciones del proveedor.

Los reactivos marcados con (*) fueron adquiridos de J.T. Baker; Xalostoc,
Edo. de Mexico, Mexico. Todos los reactivos cuyo proveedor no se indica a
continuacion de su nombre fueron adquiridos de Sigma Chemical, St. Lois
Missouri, EUA. Todas las soluciones empleadas fueron preparadas usando agua
desionizada (NanoPURE, Barnstead International, Dubuque, lowa, EUA). Las
soluciones de registro fueron filtradas con un filtro tipo GS de 0.22 uM (Milipore
Corporation, Billerica, Massachusets, EUA). Cuando no estaba en uso, la
solucion externa se mantuvo 4 °C y se descarté si habia sido preparada mas de

seis dias antes.

Registro electrofisiolégico: Técnica de fijaciéon de voltaje



Para el registro de corrientes macroscopicas de membrana en células
cromafines de de mamifero se empled la técnica de fijacion de voltaje en
configuracion de “célula entera” o ‘whole-cell patch-clamp’ (Hamill, et al., 1980).
La célula puede ser representada eléctricamente por un circuito compuesto de
un elemento capacitivo (Figura 2, C,) conectado en paralelo con una resistencia
que representa la suma de las conductancias activas y pasivas presentes en la
célula (Figura 2, Ry). El flujo de corriente a través de la membrana celular ocurre
a través de estos dos elementos y puede ser controlado al inyectar corriente
mediante un solo electrodo. Las corrientes que atraviesan la membrana de la
célula son llevadas a un amplificador operacional, representado por OpA en la
figura 2, a través de la resistencia del electrodo. La medicién precisa de Rm
depende de que la resistencia del sello (Rs) sea alta, de modo que la mayor
parte de la corriente fluya a través de Rp. El amplificador simultaneamente
realiza la medicion de la corriente de membrana y la fijacion de voltaje del

interior celular.




Figura 2. Representacion Esquematica del proceso de fijacion de voltaje.

Como se muestra en la figura 2A, el amplificador esta en configuracion de
transductor corriente a voltaje, la salida del amplificador (V,) es proporcional a la
corriente total de membrana (l,) mas el voltaje de “comando” (V.om) conectado a
la terminal positiva del amplificador. El voltaje entre las terminales positiva y la
negativa del amplificador es insignificante. La terminal negativa en el estado
estacionario sigue por lo tanto al voltaje comando impuesto sobre la terminal
positiva por el generador de pulsos. La terminal negativa esta conectada
directamente con el interior celular, por tanto, el voltaje de membrana es muy
cercano al voltaje de la terminal negativa cuento la resistencia de la pipeta es
baja. Después de un cambio subito en el potencial, tal como el que ocurre
después de la aplicacion de un pulso de voltaje, la corriente de membrana I, es
proporcional al producto de la capacitancia de membrana C,, por la derivada del
voltaje, dV/dt. La corriente que carga la capacitancia de membrana durante la
aplicacion de un pulso cuadrado de potencial se alimenta a la pipeta desde la
salida del amplificador a través del resistor de retroalimentacion (R:5). Un resistor
de alta resistencia en este punto limitaria la corriente y retardaria el
establecimiento de la fijacion de voltaje, por lo tanto se emplean resistores de
baja resistencia. Ademas, para asegurar el establecimiento de la fijacion, un
circuito extra, que se esquematiza como un cuadrado, alimenta la corriente de
carga de la capacitancia a través de un capacitor. Cuando esta ajustado
idealmente, solo el componente de voltaje comando aparece en la salida durante

la aplicacion del pulso cuadrado y el componente de corriente es cero dado que



toda la corriente de carga esta dada través del capacitor de entrada y ninguna

pasa la resistencia de retroalimentacion (Sherman-Gold, 1993).

Registro electrofisiolégico de corrientes de Na* y Ca**

Los cubreobjetos con el cultivo de células cromafines fueron colocados en
el fondo de una camara de registro desmontable acoplada a la platina de un
microscopio invertido Diaphot 2 (Nikon Corp., Tokio, Japon). Durante la sesion
de registro la camara se mantuvo en perfusién constante (~2.5 ml/min) con
solucion externa equilibrada a temperatura ambiente (21 a 23°C). Las células a
registrar fueron identificadas por inspeccién visual usando una magnificacién de
100X NPL Fluotar (Leica Microsystems AG; Wetzlar, Alemania) y monitoreadas
constantemente durante el registro mediante una camara CCD (Cohu, Inc.,
Tokio, Japon) acoplada al puerto lateral del microscopio. Las pipetas de registro
fueron elaboradas mediante el uso de un estirador de vidrio o ‘puller
electromecanico Narishige PP-83 (Narishige Scientific Instruments; Tokio,
Japon) usando capilares de borosilicato de diametro de 1.2 mm y diametro
interno de 0.69 milimetros (Warner Instrument Corp., Hamdem, Connecticut,
EUA). Para el registro de corrientes trasmembranales mediante el método de
fijacion de voltaje, las pipetas fueron llenadas con solucion interna filtrada. Una
vez llena la pipeta con solucion, se inserta en ella un alambre de plata recubierto
con AgCl que se encuentra conectado a la cabeza del preamplificador y el

amplificador (Axoclamp 1-D, Axon Instruments, Union City, California, EUA). La



pipeta se introduce en la camara de registro el amplificador se pasa a modo
fijacion de voltaje. Las pipetas fueron usadas para registro si exhibian una
resistencia de entre 2 y 4 MQ. La pipeta de registro fue posicionada
delicadamente encima de la membrana de la célula empleando un
micromanipulador piezoeléctrico Burleigh PZ-301 (Burleigh Instruments Inc.,
Fishers Nueva Jersey, EUA) mientras se aplicaba suficiente presion positiva
para observar una ligera deflexién en la membrana de la célula al acercar la
pipeta. En esta condicion, se retira la presion positiva, la pipeta se acerco a la
célula hasta observar la deflexion de su membrana y se aplica un voltaje
negativo de -20 mV a la pipeta para facilitar el sello. En este punto se aplica
presion negativa hasta conseguir el establecimiento de un sello de alta
resistencia (1-3 GQ). Para establecer la configuraciéon de célula completa
(‘whole-cell patch clamp’) se aplico presion negativa con la boca hasta conseguir
el rompimiento de la membrana contenida por |la apertura de la pipeta. Antes de
romper el sello, se fija el potencial de membrana a -90 mV y después de su
apertura se aplican pulsos hiperpolarizantes pequefios, de 5 o 10 mV. Las
corrientes obtenidas reflejan la suma de la corriente capacitiva y la resistencia
pasiva de la célula. El programa de adquisicion empleado (Clampex ver 8.01,
Axon Instruments, Union City, California, EUA) permite el ajuste rapido de los
trazos de corriente capacitiva a una exponencial para obtener el valor de la
capacitancia de membrana mediante el uso de su utileria “membrane test”. La
resistencia en serie y la capacitancia fueron compensadas mediante el uso de

los circuitos de compensacién integrados en el amplificador hasta en un ~70-



90%, su estabilidad durante el tiempo de registro se verific6 después de cada
adquisicidon. La corrientes registradas fueron amplificadas 1x, filtradas a 5 kHz
digitalizadas a 100 kHz (Digidata 200AB, Axon Instruments, Union City,
California, EUA) y almacenadas en el disco duro de una computadora personal.
Para provocar la activacion de las corrientes de Na™ y Ca?*, se aplico una serie
de pulsos de voltaje cuadrados de 15 ms de duracion, iniciando con un pulso a -
50 mV y aumentando la despolarizacion en pasos de 10 mV hasta llegar a los
+30 mV. Este protocolo se muestra en forma esquematica en figura 2B, parte
superior, acompanado por una serie de trazos representativos del tipo de
corrientes de Na* y Ca®* obtenidas al aplicar el protocolo (Figura 2B, parte
inferior). Cada pulso de prueba del protocolo mostrado en la figura 2B fue
antecedido por una serie de cuatro pulsos hiperpolarizantes (Protocolo P/4) a
partir del potencial de mantenimiento (-90 mV). La amplitud de estos cuatro
pulsos sumada equivale a la amplitud del pulso de prueba aplicado, por lo tanto,
la suma de las corrientes pasivas obtenidas en respuesta a los pulsos
hiperpolarizantes equivale al valor del componente pasivo de la corriente
obtenida durante el pulso de prueba. Este componente es restado del valor de la
corriente obtenida durante los pulsos de prueba para aislar a las corrientes
debidas a la actividad de los canales ionicos de la contribucion debida a la

corriente capacitiva y de fuga pasiva.

Registro electrofisiologico de corrientes de acciéon: Bases del

método.



Debido su pequeno tamafio (10 a 15 uM), el registro del potencial
transmembranal de las células cromafines utilizando electrodos intracelulares de
punta fina empleados para registro de potencial en neuronas y otras células de
mayor diametro resulta poco viable (pero ver Nassar-Gentina V. et al., 1998,
quienes lograron registrar células cromafines de ratén en la glandula intacta por
medio de esta técnica). Por otro lado, la técnica de “patch clamp” en
configuracion de célula completa con el amplificador en modo de fijacion de
corriente ha sido utilizada con éxito para registrar potenciales de accidon en
células cromafines por algunos grupos (Malgaroli A, et al., 1990, D'Andrea P., et
al., 1993, Hollins e Ikeda, 1996, Moser T, 1998). Sin embargo, en todos los
casos, el establecimiento de la configuracion célula completa (ie. la apertura del
sello de membrana para que la pipeta entre en contacto con el interior celular),
resultd en la pérdida de la actividad espontanea de las células, al introducir al
medio interno los amortiguadores de calcio presentes en la solucidn intrapipeta
que son necesarios para mantener dentro de valores aceptables a la
concentracion de calcio libre en la pipeta (Marengo FD y Mock JR, 2000).
Recientemente otros autores (Gullo, et al., 2003, Duan K., et al., 2003, Micheletti
M, et al., 2005) han empleado la version de “parche perforado” (Horn R y Marty
A, 1988) de la técnica de patch-clamp para lograr el registro de potenciales de
accion sin dializar el interior celular. En estas condiciones, Micheletti M., et al
(2005), lograron registrar la actividad espontanea de la membrana en células

cromafines.



Sin embargo, dado que en el presente estudio nuestro interés se centraba en
obtener mediciones confiables de la frecuencia de disparo de los potenciales de
accion mas que en conocer el valor exacto del potencial de membrana en todo
momento, optamos por utilizar una técnica enteramente no invasiva para el
registro de la actividad: a técnica de “patch clamp” en configuracion de célula
adosada eléctrica. En 1982, Fenwick E., et al. observaron que al emplear la
técnica de “patch clamp” en configuracién de célula adosada y modo fijacion de
voltaje, las espigas de corriente resultantes del disparo espontaneo de
potenciales de accidon podian ser registradas a través del parche de membrana
intacto. Cuando el parche se mantiene a un potencial fijo, de la manera descrita
por Fenwick E., et al. (1982), los potenciales de accion que ocurren en la célula
inducen corrientes de membrana bifasicas a través del parche de membrana.
Teniendo a la pipeta como punto de referencia, el primer componente de estas
ondas es una espiga de corriente negativa, pues fluye del interior de la célula al
interior de la pipeta. El segundo componente es una espiga mas pequefa y
redondeada que fluye en la direccion opuesta (Figura 3B). Esta misma
configuracion ha sido empleada (aunque con una resolucion temporal menor a la
que puede conseguirse mediante las técnicas mencionadas al inicio de esta
seccion) para el registro (Verheugen et al., 1995 y Verheugen et al., 1999) y la
estimacion del potencial transmembrana (Mason et al., 2005) tanto en células no
excitables como en células excitables.

El potencial de accion induce un cambio de voltaje a través de la

resistencia de la pipeta (Rp), la conductacia (ym) y la capacitancia (Cn) del



parche. El incremento total en la corriente (Ai) considerando a V igual al
incremento total de voltaje durante la fase de subida del potencial de accién esta

dado por (Barry y Linch, 1989):

A=V +Veyn + CpnedV

R, dt
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Figura 3. Registro de corrientes en modo fijacion de voltaje. A. La parte superior del
panel muestra un esquema del protocolo de pulsos de voltaje aplicado, la parte inferior
muestra la familia de corrientes de sodio obtenidas en respuesta a estos pulsos, las
condiciones del medio extracelular e intracelular estan indicadas en la seccion de
soluciones. B. Corriente de accidon registrada extracelularmente. El componente
negativo se muestra como una deflexion hacia abajo en el trazo y el componente
positivo se muestra como una deflexién hacia arriba. Los numeros indican: 1) inicio del
evento, 2) maxima amplitud negativa, 3) maxima amplitud positiva 4)final del evento,
5) tiempo al pico.

Dado que la corriente capacitiva constituye el componente mayor de la
corriente,
el efecto neto del parche de membrana es producir la primera derivada del
potencial de accién. Asi, la variabilidad del registro extracelular puede explicarse
porque variaciones pequefias en la forma del potencial de accion causan

variaciones significativas en la amplitud y forma de la corriente registrada a



través del parche. Asimismo, dado que el tamafio y forma de los parches varia
dentro de las pipetas, esto se vera reflejado en diferentes valores de Cr, y por
tanto, en diferentes amplitudes de la corriente. Registros con mayor relacion
senal-ruido, pueden obtenerse cuando se succiona intencionalmente dentro de

la pipeta una mayor cantidad de membrana (Barbour B e Isope P, 2000).

Registro electrofisiolégico de corrientes de accion: Procedimiento.

Para el registro de corrientes que resultan de la actividad eléctrica
espontanea, las pipetas se llenaron con solucion filtrada de composicion idéntica
a la del medio externo, y fueron empleadas si tenian una resistencia entra 3.5 y
6.5 MQ. Para establecer un sello de baja resistencia (“loose patch”) la pipeta de
registro, cuyo potencial se fija a 0 mV mediante el uso de un amplificador en
modo de fijacion de voltaje (Axoclamp 1-D), se aproximo lentamente a la célula
mientras se monitorea continuamente la resistencia del sello. A medida que la
pipeta se aproxima a la superficie de la célula la resistencia de la pipeta aumenta
y asimismo aumenta la amplitud de las corrientes de accidn registradas. En este
momento, se aplicé una muy ligera presion negativa con la boca a la pipeta solo
hasta el punto en que la resistencia (Rs) se mantuvo establemente alrededor de
los 50 MQ. Dado que no es necesario establecer un sello de alta resistencia, es
posible utilizar la misma pipeta para el registro sucesivo de varias células de
forma rutinaria, cambiando la pipeta s6lo cuando su resistencia dejaba de estar

dentro del intervalo entre 3.5 y 6.5 MQ. Rs se monitore6 constantemente



durante el registro. Todos aquellos registros en los que Rs varidé subitamente
fueron eliminados del analisis. La corrientes registradas a través del electrodo
fueron amplificadas 10x, filtradas a 5 kHz, digitalizadas a 10 kHz y almacenadas
en el disco duro de una computadora personal. La adquisicién de los datos fue
controlada desde la computadora mediante el programa Clampex ver 8.01 en
modo de adquisicién continua (gap-free). Después de la obtencidén de un sello
estable se obtuvo un registro de corriente continuo de dos minutos para
determinar la frecuencia de disparo en condiciones basales. En los casos en los
que se aplicaron drogas, un segundo registro de dos minutos fue obtenido
después de haber aplicado cada droga. Las drogas fueron disueltas en solucién
externa de composicion idéntica a la del resto del medio externo y se llenaba
con ella una pipeta de vidrio idéntica a la de registro excepto en el diametro de la
punta (~2-3 uM). Esta pipeta se coloc6é dentro del mismo plano focal que la
célula en registro con la punta a ~50 uM de distancia de la célula usando un
manipulador eléctrico MS314 (Fine Science Tools, Inc., Foster City California,
EUA). La eyeccidn de la solucion de esta pipeta sobre la célula en registro fue
regulada mediante un controlador de pulsos de presion Picospritzer Il (General
Valve Corp. Jersey, EUA ~ 10 psi). La salida y flujo continuo de solucién de la
pipeta se verifico visualmente después del inicio de cada pulso al observar la
ligera deflexion en la membrana de la célula que acompafia al inicio del pulso de

presion.

Analisis de Datos



El analisis de los registros de corrientes de accidén consistio basicamente
de la extraccién de los eventos ocurridos junto con una determinacién de su
frecuencia (Fq) y el tiempo de su ocurrencia. Debido a que los eventos
pertenecientes a una sola célula presentan una forma relativamente constante,
la identificacion de eventos pudo hacerse de forma automatica una vez
generado un ejemplo de la forma de la corriente de accion de esa célula. Esta
forma ejemplar se generdé al promediar una serie de trazos recuperados del
registro al extraer todos los segmentos del registro de duracion apropiada
alrededor de un punto que cruzada el umbral de deteccion, el cual se fijo de
acuerdo al registro en un punto. De esta pre-seleccion se eliminaron aquellos
trazos que correspondian identificados por inspeccién visual y alineados
manualmente, tomando como referencia el punto donde la corriente de cada
evento alcanzaba su amplitud maxima. Solo fue necesario utilizar una seleccién
al azar de 50 eventos para generar una forma que nos permitiera reconocer a
todos los eventos del registro con el mismo grado de confiabilidad si se hubiese
usado el promedio todos los eventos existentes. Una vez generado el templado,
la utileria de busqueda de eventos ‘event search’ de Clampftit escanea el
registro en busca de segmentos que coinciden con la forma ejemplar designada.
Los eventos son medidos a partir de la linea basal que se determina con base
en la forma ejemplar, de modo que las variaciones ligeras en la linea basal no
afectan a la medicién pues las amplitudes de los eventos se determinan a partir

de esta linea basal local y no a un valor absoluto. El tiempo de inicio del evento



se marcé en base al punto de inicio de coincidencia con el templado. El fin del
evento es el punto en que la corriente regresa al valor basal. Los segmentos de
registro correspondientes a los eventos identificados fueron almacenados por
separado en un archivo. El trazo obtenido al promediar todos los eventos de un
registro (alineados al pico de corriente antes de hacer el promedio) se muestra al
lado de cada uno de los registros mostrados en la seccién de resultados. Para
cada evento identificado, se cuantificaron los siguientes parametros: tiempo de
ocurrencia, maxima amplitud, tiempo de ocurrencia de la maxima amplitud,
duraciéon del evento y fin del evento. Este procedimiento se llevo acabo
utilizando las funciones incluidas dentro de la utileria de deteccion de eventos
del programa Clampfit version 9.0 (Axon Instruments, Union City, California,
EUA). Para facilitar el reconocimiento de eventos con este método, se eliminaron
los componentes correspondientes al ruido de alta frecuencia y fluctuaciones
lentas del potencial durante el registro mediante el empleo de un filtro digital
compuesto de un filtro pasabajos Gaussiano con frecuencia de corte 1000 Hz y
un filtro pasa altos Bessel de 8 polos con frecuencia de corte de 1 Hz. Algunos
registros se sometieron adicionalmente a un filtro detector de sefales
sinusoidales para eliminar la interferencia eléctrica de 60 Hz.

Para el caso de los registros de corriente transmembranal, la maxima
corriente provocada por cada pulso de voltaje fue determinada y el maximo fue
normalizado por la capacitancia de la célula. En el caso de la corriente de sodio,
el decaimiento de las corrientes producidas con cada escaldén de voltaje fue

ajustado a un curso exponencial, de dicho ajuste se obtuvo el parametro



Tinactivacion usando el programa Clampfit version 8.01. El célculo de la

densidad de corriente y los parametros de activacion, asi como el analisis
estadistico y la composicién de las figuras se realizaron mediante el programa
Origin version 7.0 (OriginLab Corp., Northhampton, Massachusetts, EUA), los
datos fueron comparados usando la prueba de analisis de la varianza de una
via, 0=0.01 (‘One-way ANOVA’). Para generar las curvas de activacion
mostradas en la figura 5D, panel derecho, se calculd primero el valor de la

conductancia de sodio (gna) de acuerdo a la ecuacion:
=1 (V-E
gy~ L(V-E)

Donde g(v) es el valor de gna durante el pulso de prueba, V es el valor de voltaje
del pulso de prueba y Ena €s el valor del potencial de reversion de Ina. Este valor
se normalizé contra la conductancia maxima para el sodio obtenida en cada
registro y se graficd contra el valor del voltaje. Los valores obtenidos fueron

ajustados a la ecuacion de Boltzmann:

g 1

V. -V)k
gMax 1 + eXp[( 12 ) ]

Donde g es el valor de gn, durante el pulso de prueba, V es el voltaje del pulso
de prueba, guax €S la maxima conductancia obtenida, V1/2 es el voltaje al que se

la activacion de la mitad de la corriente y k es la pendiente de la curva.



Resultados

Las células cromafines neonatales disparan potenciales de accion

espontaneamente a una frecuencia mayor que las células fetales

Tanto las células cromafines fetales como las neonatales disparan
potenciales de accion de forma continua y sin un patrén definido. La frecuencia
de disparo (Fd) se midié durante los dos minutos de registro inmediatos al
establecimiento de un sello de resistencia estable. Las células fetales exhiben
una menor Fd que las células neonatales, (0.87 + 0.74 D.E. Hz. (n=43) vs
1.80+1.03 D.E. Hz (n=74) p<0.001, ver figura 4). En nuestros cultivos las células
se encontraban, ya sea aisladas unas de otras, o formando parte de cumulos
que comprendian desde dos hasta una veintena de células. Para el caso de las
células fetales, el porcentaje de células activas en estas dos condiciones fue
diferente. El 64.44% de las células en cumulos (29 de 45) estaban activas, en
tanto que solo 16.6% de las células aisladas (15 de 90), presentaban actividad.
Las células aisladas también demostraron una menor frecuencia de disparo
promedio que las células en cumulo, (fetales en cumulos: 1.093 Hz + 0.51 DE
(n=28), fetales aisladas: 0.37 Hz £ 0.27 D.E. (n=15), p<0.00002). La probabilidad
de encontrar células activas entre las células neonatales fue similar a la
mostrada para las células fetales en cumulos (76.9% de células aisladas, (30 de
39), y 77.2% de células en cumulos (44 de 57). A diferencia de lo observado

para las células fetales, no existieron diferencias significativas entre la Fd



promedio de las células neonatales ya sea que éstas se encontrasen aisladas o
en cumulos (1.68 Hz + 1.07 D.E (n=30 y 1.88 Hz £ 1.01 D.E. (n=44) p<0.406).
No se observé ningun efecto del numero de horas en cultivo sobre la
probabilidad de encontrar células activas, ni se detectaron cambios sistematicos
en la frecuencia de disparo de las células durante el periodo examinado (12-48 h
de cultivo). Después de 48 h en cultivo la mayor parte de las células se
encontraban en cumulos y éstos por lo general se encontraban recubiertos de
una pelicula (posiblemente proteinas de la matriz extracelular), que en la
mayoria de los casos imposibilitd la obtencidn de registros. Es muy probable que
estas células continien presentando actividad eléctrica durante varios dias
después de esta fecha, dado que las oscilaciones de calcio se pueden seguir
registrando hasta 8 dias después de la fecha de siembra (Nicolas Jiménez,

comunicacién personal).
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Figura 4. Las células neonatales disparan a una mayor frecuencia que las células
neonatales. Cada caja representa a la poblacién de células estudiada. Los triangulos
representan a la mayor y la menor frecuencia registradas. El cuadrado negro representa al
promedio, las lineas indican el valor de la desviacion estandar y la linea que divide la caja

es la frontera entre el nercentil 25 v el 75.



El bloqueo de la corriente de sodio sensible a TTX no impide el

disparo espontaneo de potenciales de accion

La corriente de sodio (Ina) €s responsable de lograr la despolarizacion que
lleva al disparo de potenciales de accién en las neuronas y otros tipos celulares.
Esta presente en las células cromafines adultas y es necesaria para producir el
disparo de sus potenciales de accion. Ya que en algunos tipos celulares estos
canales también contribuyen a la generacion de descargas de potenciales de
accion continuos, decidimos evaluar si el disparo de potenciales de accion en las
células cromafines fetales y neonatales depende de la activacion de los canales
de sodio. Empleamos el bloqueador clasico de los canales de sodio,
tetrodotoxina (TTX 1 uM) para inhibir a los Na,’s tanto en células fetales como en
células neonatales. La figura 5 demuestra que el bloqueo por TTX no es
suficiente para detener completamente la actividad eléctrica espontanea en las
células fetales (5 de 5). La tetrodotoxina tampoco detuvo completamente la
actividad espontanea de la mayoria de las células cromafines neonatales
registradas (15 de 18; figura 6). En algunas células, la aplicacion de TTX
provoco cambios en la frecuencia de disparo: en 9 de 18 células, la frecuencia
de disparo disminuyo (control: 1.739 + 0.84 Hz. TTX: 0.72 + 1.06 Hz, p<0.038)
en 4 de 18 células la frecuencia de disparo aumentd ligeramente pero la
diferencia no fue significativa (control: 0.83 Hz £ 0.73 DE, TTX: 1.12 £ 0.79 Hz,
p< 0.61). La aplicacion de TTX también produjo una disminucién significativa en

la amplitud del primer componente negativo de la corriente de accion (ver figura



5y 6, ver también figura 8; (control: -17.55 £ 7.1 pA; TTX: -5.36 + 1.07 pA, p<

0.00025). Ninguno de los dos componentes se recuperé completamente luego

del lavado.
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Figura 5. Efecto de la aplicaciéon de TTX sobre la actividad eléctrica espontanea
en las células cromafines fetales. A. Control, el trazo mostrado al lado derecho
corresponde al promedio de todos los eventos ocurridos durante el registro. B.
Actividad de la célula en presencia de TTX 1 uM. C. Cinco minutos después de
terminada la aplicacion de TTX y de intercambiar la solucidn.



En las células cromafines fetales, la aplicacion de TTX también disminuyo
la amplitud de ambos componentes de la corriente de accion, aunque la
comparacion no se hizo directamente, pues la amplitud de ambos componentes
se hizo tan pequefia en los eventos individuales, que su medicion fue imposible
en la mayoria de los casos.

El disparo espontaneo de potenciales de accidén continué aun en los
casos en los que TTX fue aplicada por periodos de tiempo prolongados (>10
min) o en presencia de concentraciones mayores (TTX 10 uM). El lavado de la
toxina mediante la perfusidon rapida del medio extracelular, revirtio sélo

parcialmente los efectos de la droga.

Propiedades de la corriente de sodio en células fetales y neonatales

Existen dos posibles explicaciones del por qué la aplicacién de TTX no
frena completamente la generacién espontanea de potenciales de accién. Por un
lado, es posible que a diferencia de las células adultas, las células fetales y
neonatales expresen Na,’s resistentes a TTX. Alternativamente, es posible que
otros canales sean los responsables de llevar a la célula su umbral de disparo.
Con el fin de distinguir entre estas dos alternativas decidimos registrar las
corrientes de sodio (Ina) en estas células por medio de la técnica de ‘patch-
clamp’ en configuracion de célula entera y evaluar directamente la sensibilidad

de las corrientes de sodio al TTX.
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Figura 6 (Ver Pagina Anterior). Efecto de TTX sobre la actividad espontanea de las células
neonatales. A. Control, el trazo derecho corresponde al promedio de todos los eventos
ocurridos durante el registro. B. Actividad de la célula en presencia de TTX 1 uM. C. 5
minutos después de terminada la aplicacién de TTX y de intercambiar la solucién mediante
perfusién continua. D. El bloqueo de Iy, disminuye la amplitud del ambos componentes de la
corriente de accion (negativo y positivo). La grafica muestra el valor promedio de las
amplitudes del primer y segundo componentes en relacion al control. La linea sobre cada
barra representa la desviacion estandar (n=18) E. TTX disminuye la frecuencia de disparo
en la mayoria de las células. Los simbolos siguen la convencién establecida en la figura 3.

Las células fetales y neonatales registradas mantuvieron valores de
capacitancia estables durante los registros. Ademas, el valor de la capacitancia
de las células fetales y neonatales no fue significativamente diferente (células
fetales: 6.704 pF £ 2.37 DE, n=19; células neonatales: 6.98 pF + 1.82 DE, n=18;
p < 0.953). Para provocar la activacion de las corrientes, se aplicé una serie de
pulsos de voltaje como los mostrados en la figura 2 (-45 mV a +60 mV en pasos
de 10 mV) durante 25 ms desde el potencial de mantenimiento de -90 mV a
intervalos entre pulsos de 1 s, para evitar la acumulacién de la inactivacion. El
potencial de mantenimiento se escogi®6 muy negativo para prevenir la
inactivacion de estado estacionario (Hollins e Ikeda, 1991) de los canales de
sodio rapidos y no correr el riesgo de subestimar la densidad de la corriente de
sodio.

La figura 7 muestra que la Ina de las células fetales y neonatales se activa
rapidamente, alcanzado su amplitud maxima en menos de un milisegundo y que
se inactiva después rapidamente. Para permitir la comparacion de las corrientes

de las células fetales y neonatales, los valores de corriente obtenidos para cada



célula a todos los voltajes fueron normalizados por el valor de la capacitancia de
la célula de la que se obtuvieron. Con estos datos, se generaron curvas
corriente-voltaje al graficar el maximo de la corriente obtenida para cada uno de
los pulsos de prueba contra el valor del voltaje del pulso aplicado y se muestran
en la figura 3A. No se aplicaron pulsos de corriente lo suficientemente positivos
como para observar el punto de reversion de la corriente (Ena), sin embargo la
extrapolacion lineal a partir de los ultimos puntos (-10 mV a -45mV) de las
graficas presentadas en la figura 7C (potenciales a los cuales gna se ha activado
maximamente -ver figura 7D, panel derecho-, por lo cual la magnitud de la
corriente depende solamente del gradiente para el sodio a través de la
membrana) nos permiten estimar que tiene un valor de alrededor de 55 mV.
Este valor es consistente con el valor esperado a partir de la prediccién de Er

para Ina usando la ecuacion de Nerst:

RT [NaJext
= " . hl T
N zF [Na ]int

Para la temperatura ambiente del cuarto de registro (~25 °C) el término
RT/zF toma el valor de 25.69 mV para las concentraciones de sodio empleadas
(INa"lex= 145 y [Na'lint =15 mV) Ena= 58.28 mV. La corriente de sodio en células
fetales tuvo una densidad maxima de 110 £ 25 pA/uF (-10 mV, n=18, Figura 6C)
mientras en las células neonatales la densidad maxima de corriente fue
significativamente mayor: 220 + 60 pA/uF (-10 mV, n=18, p< 0.0208, Figura

6C).
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Figura 7. Propiedades de la corriente de sodio en células fetales y neonatales. A.
Ejemplo de la familia de corrientes obtenidas en respuesta al protocolo mostrado en
la parte superior en células neonatales. B Familia de corrientes de Iy, obtenidas en
células fetales. C. Curva corriente voltaje de la corriente registrada en células fetales
y neonatales, el valor maximo de Iy, obtenida para cada pulso fue normalizado por el
valor de la capacitancia de la célula de la que se obtuvo, resultando asi la densidad
de corriente. Las lineas perpendiculares al eje x muestran la desviacion estandar de
cada punto graficado. D. Comparacién de la constante de inactivacién en funcion del
voltaje (izquierda) y de la de activacion (derecha).



Como se muestra en la figura 8, una concentracién de 1 uM de TTX es capaz de
bloquear efectivamente la Iy, tanto en células fetales como en células
neonatales revelando un componente de corriente entrante debido a la
activacion de los canales de calcio. Las caracteristicas de las curvas de
activacion e inactivacion de las corrientes de sodio fueron similares para ambos
tipos de células. El valor de los parametros de activacion para la corriente de
sodio de las células fetales fue Vo= -20 mV; k=3.5 y los de las células
neonatales fueronm\ V4= -21 mV; k=3.6. La constante de tiempo de inactivacién
de la Ina €s otro parametro que caracteristico de la cinética de la corriente que
fue analizado. La constante de tiempo de la inactivacion fue obtenida al ajustar
el decaimiento de la Ina a partir de su maximo a cada voltaje a un curso
exponencial. La figura 6D, panel izquierdo muestra los valores de tjnac @ todos
los potenciales evaluados (para Vm= -5 mV, Fetales: tj,5c= 0.7016 = 0.11 ms;
Neonatales: tinac 0.735 £ 0.21 ms p<0.9744); las diferencias entre estos valores
no fueron significativas. La corriente que queda después de bloquear la corriente
de sodio (figuras 8A y 8B) es principalmente la corriente de calcio que poseen
tanto las células fetales como las neonatales. No se encontraron diferencias
significativas entre la densidad maxima de la corriente de calcio en células
cromafines neonatales y fetales (para V= -10 mV Fetales: -8.1 £ 4.6 pA/uF vy

neonatales: -13.33 + 11.94 pA/uF p< 0.216).
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Figura 8. Las corrientes de calcio en células cromafines. A. Corriente de Calcio
registradas en células fetales. B. Corriente de calcio en células neonatales C. Curva
I-V, los puntos muestran el valor de la densidad promedio de la corriente y las lineas
indican la desviacién estandar de cada punto. [Ca**],=2.0 mM

En la figura 8C se muestran las curvas corriente-voltaje obtenidas para las
células fetales y neonatales. En estas curvas |-V se puede observar que la
activacion de la corriente ocurre a un potencial mas despolarizado (~ -50 mV)
que lo esperado para las corrientes dadas por las corrientes tipo L, Ny P (~-30
mV, ver tabla Il) y en la curva correspondiente a las células fetales es evidente

un componente cuyo valor maximo se alcanza a ~ -30 mV el cual, por estas



caracteristicas podria corresponder a un componente de corriente de calcio de
tipo T (ver tabla Il). El pico del segundo componente ocurre ~ -10 mV como
corresponde a la corriente que fluye a través de las canales de calcio de alto

umbral.

La inhibicion farmacolégica de los canales de calcio de tipo T no

frena la actividad eléctrica espontanea

Por su rango de activacion, la corriente de calcio tipo T podria ser
responsable de generar la despolarizacion inicial que a su vez inicia los
potenciales de accion espontaneos de las células cromafines. Dado que estos
canales estan presentes en una fraccion de estas células (Bornaud et. al, 2001)
y en nuestro registros de corriente de calcio hay un componente que parece
corresponder a canales de calcio de tipo T, decidimos probar el efecto de un
bloqueador de canales tipo T, Mibefradil (10 uM) sobre la actividad eléctrica
espontanea de estas células. La aplicacion de Mibefradil disminuyd de la
amplitud de las corrientes de accion registradas a través del parche pero no
impidi6 la generacidén espontanea de potenciales de accion en la mayoria de las
células neonatales(5 de 7 Figura 9A), ni en la mitad de las células fetales (3 de
6, figura 9B). En la mayoria de las células neonatales, el Mibefradil ocasioné una
discreta disminucion en la frecuencia de disparo, la cual, sin embargo no resultd
significativa (Control: 1.87 + 0.8 Hz; Mibefradil: 1.67 + 0.18 Hz; p<0.12). En las

células fetales, la disminucién en la frecuencia fue mas pronunciada y resultd



significativa (Control: 0.9 + 0.17 Hz, Mibefradil: 0.67 £ 0.75 Hz; p<0.018). La
aplicacion conjunta de Mibefradil 10 uM y Tetrodotoxina 10 uM tampoco fue
capaz de impedir completamente la generacion de potenciales de accion en la
mayoria (7 de 9) de las células neonatales, pero ocasiond una reduccién
significativa de la frecuencia de disparo (Control 1.84 + 1.14 Hz; Mibefradil: 0.91
+ 1.09 Hz ; p<0.016; véase la figura 9C).

La aplicacion de mibefradil causé una disminucion significativa del
componente inicial de corriente entrante en las células fetales, pero no en las
células neonatales (ver tabla Ill). Sin embargo, el componente inicial de corriente
entrante de las células neonatales si disminuyd significativamente cuando se

aplicaron de manera conjunta tetrodotoxina y mibefradil.

Dependencia del calcio externo de los potenciales de acciéon

espontaneos

Los potenciales de accién de las células cromafines dependen del flujo de
corriente a través de canales de calcio. En apoyo a esta hipétesis tenemos que
la sustitucion del calcio externo en la solucién de registro por magnesio (2 mM
[Ca®*extemo SUstituido por 2.5 mM [Mg?*], para un total de 5 MM [Mg?*]externo, |a
concentracion residual de Ca®** en esta solucién es ~10uM) resulta en el
completo cese del disparo espontaneo de los potenciales de accion (véase la
figura 10A-C). En la mayoria de los casos (5 de 6), la actividad no se recupero

aun después de periodos prolongados de espera (15-20 min). La figura 10E



muestra un ejemplo de los efectos de retirar del calcio del medio externo sobre
la frecuencia de disparo de una célula crormafin y la recuperacion parcial de la
actividad luego del lavado. Se ha reportado que las células cromafines de rata
poseen canales de calcio de tipo L, sensibles a dihidropiridinas (Artalejo, AR,

2000) y que estos canales son importantes para la secrecion de catecolaminas.
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Figura 9. Efectos del Mibefradil sobre la frecuencia de disparo de las células
neonatales y fetales. A. Células Neonatales. B. Células Fetales C. Efecto de la
combinacion de MIB y TTX sobre las células neonatales. Los simbolos siguen las
convenciones establecidas en la figura 3.
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Figura 10. La inhibicién farmacolégica de los canales de calcio tipo T disminuye la
amplitud del componente inicial de corriente entrante de las corrientes de accién
espontaneas. La grafica muestra el valor promedio de amplitud del primer y el segundo
componentes de los eventos registrados en condiciones control, luego de MIB o
MIB/TTX y después del lavado. Las barras negras representan la amplitud del primer
componente de corriente entrante en relacién al control, mientras que las blancas
representan la amplitud del segundo componente de corriente saliente en relacién al
control. Las lineas perpendiculares al eje indican el valor de la desviacién estandar.

C.Neonatales- I (pA)

CONTROL D.E. MIB D.E. LAVADO D.E.
-38.6696  5.339573 -4.57519 0.835675 -43.2889 12.85535
8.490009 3.108484 6.442641 1.338816 8.631329 1.819134

CONTROL  D.E. MIB + TTX D.E. LAVADO D.E.
-7.19817  1.953958 -2.73113* 0.880346 -3.11601  0.92535
12.04814 2.319736 5.159009 2.231139 3.590522 0.83251

C. Fetales I (pA)

CONTROL D.E. MIB D.E. LAVADO D.E.
-34.5624 8.814382  -14.2381" 5221051 -10.1152 3.206303
13.78679 4.396621 10.79169 3.985196 17.08993 4.444975

Tabla Ill. Efecto del mibefradil sobre las amplitudes de los componentes de las

corrientes de accién de las células fetales y neonatales.* p<0.01128, * p<0.0395.
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Figura 11. La ausencia de calcio ocasiona el completo cese del disparo espontaneo de
las células cromafines fetales. A: Control [Ca*]e= 2.0 mM B: 15 s después del
intercambio de la solucién por solucién con bajo calcio [Ca**]< 10 pM. C. Un minuto
después del intercambio de la solucion. D. 5 min después de bafar la preparaciéon con
una solucion de calcio normal. E: Frecuencia instantanea del disparo durante el registro.
La linea delgada representa los valores absolutos, la linea gruesa es el promedio de
cada punto con los cinco puntos vecinos mas cercanos.



La inhibicién especifica de los canales de calcio tipo L con Nifedipina (5
uM) tiene resultados similaresa los de la remocion del calcio del medio
extracelular: en todos los casos examinados, la aplicacion de nifedipina ocasiona
el cese completo del disparo de potenciales de accidn, tanto en las células
cromafines fetales (, 10 de 10; véase la figura 11), como de las células
cromafines neonatales (3 de 3; datos no mostrados) algunas células reinician su

actividad al lavarse la droga del medio externo, (3 de 10).
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Figura 12. La inhibicion farmacolégica de los canales de calcio tipo L abole
completamente el disparo espontaneo de potenciales de accion. A. Registro
control B. Forma promedio de los eventos en A. C. La actividad desaparece
después ~5 s de la aplicacion de Nifedipina

Efecto del bloqueo de los canales de potasio tipo BK sobre la

actividad espontanea.

Se ha reportado que las células cromafines, tanto las adultas como las
neonatales, expresan dos tipos de corriente de potasio activada por calcio de
tipo BK, cuya actividad es esencial para asegurar la repolarizacién de la célula

después del disparo del potencial de accion. Estas corrientes son necesarias



para regular la frecuencia de disparo de la célula. Su inhibicion, al impedir la
repolarizacién después del disparo de cada potencial de accion y deberia
interferir con el disparo continuo de potenciales de accion. Como se muestra en
la figura 13, la aplicacion de CbTX 100 nM, inhibidor de la corrientes de potasio
de tipo BK presente en estas celulas, causa la total desaparicion de la actividad
espontanea de potenciales de accién tanto de las células neonatales (figura 12,

n=7) como de las células fetales (n=3, datos no mostrados).
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Figura 13. El bloqueo de los canales de K+ tipo BK ocasiona el cese del disparo
espontaneo. A. Registro control B. Forma promedio de los eventos en A. C.
Después de un minuto de la aplicacion de Caribdotoxina la actividad desaparece.



Discusion

Mecanismo de generacion de la actividad espontanea en células

cromafines inmaduras

El mantenimiento de la actividad espontanea requiere de la interaccion
entre corrientes intrinsecas de la célula que actuan para llevarla al umbral de
disparo, despolarizarla rapidamente y repolarizarla de nuevo a un potencial lo
suficientemente negativo, para permitir que la siguiente despolarizacion sea
efectiva. En neuronas del subtalamo (McCorkmick y Huguenard, 1992) y
neuronas cerebelosas de Purkinje (Raman y Bean, 2001), las corrientes de de
calcio de tipo T y la corriente de sodio resurgente han sido identificadas como
responsables de la despolarizacién subumbral que permite el disparo continuo
de potenciales de acciéon. En el presente trabajo, hemos encontrado que el
bloqueo de ambas corrientes (Ina € lca), Ya sea separadamente o de manera
conjunta, no suprime la actividad espontanea, aunque si causa la reduccién de
la frecuencia y amplitud de los potenciales de accion registrados. El resultado
mas sorprendente es, quizas, que la inhibicion de la corriente de sodio no impida
la generacion de potenciales de accion, pues aunque no fuese responsable de
iniciar la despolarizacién subumbral que permite la generacion continua de

potenciales de accién, se espera que su bloqueo impida a la célula cruzar el



umbral de disparo del potencial de accion, como ocurre frecuentemente en las
neuronas. Esto no parece deberse a que exista otra corriente de sodio insensible
a TTX que sea capaz de mediar el disparo de los potenciales de accion, ya que
la aplicacion de TTX resultaba en la abolicion casi total (~%96) de la corriente de
sodio. Por otro lado, demostramos que, tanto la ausencia de calcio externo,
como la inhibicidon de los canales de calcio de tipo L terminan con los disparos
espontaneos, por lo cual concluimos que la activacion de la corriente I, de tipo
L sensible a dihidropiridinas, presente en estas células, es indispensable para la
generacion de potenciales de accion espontaneas. La contribucion de estos
canales a la generacion de potenciales de accion es doblemente importante, ya
que de la entrada de calcio que ocasiona su activacion activa los canales de
potasio de pendientes del potencial y de la concentracién intracelular de calcio
(BK). Como demostramos en este trabajo, la inhibicidn de estos canales
ocasiona que las células dejen de disparar potenciales de accidn
espontaneamente. Es posible que cuando estos canales no participen (ya sea
porque el calcio intracelular no se eleva, o porque los canales estan inhibidos
farmacolégica mente, la repolarizacion de la membrana no se lleva a cabo
completamente. En estas condiciones algunas corrientes ionicas de Na* y de
Ca®* que se inactivan con la despolarizacion, no se restablecen completamente,
inhibiéndose asi la generacion espontanea de potenciales de accion.

Nuestros datos indican que lcat tampoco es indispensable para sostener
el disparo continuo de potenciales de accién en las células cormafines. El efecto

del inhibir farmacolégicamente a estos canales es poco notorio en las células



cromafines neonatales, las cuales se ha reportado que expresan funcionalmente
poca corriente debida a Ica) (Bornaud, et al., 2000). Es poco probable que este
resultado resulte de la falta de efectividad del mibefradil para lograr el bloqueo
lcaww- La afinidad del mibefradil por los canales que dan origen a Icat) en células
cromafines fetales ha sido examinada con anterioridad (Kp = ~ 200nM, Bornaud
et al., 2000), en condiciones de fijacion de voltaje. Nuestros registros, sin
embargo no fueron hechos en condiciones de fijacion de voltaje. Diversos
autores han reportado que el bloqueo por mibefradil depende de las condiciones
de registro, y factores como el acarreador de corriente empleado y la
temperatura ambiente pueden afectar considerablemente su eficacia. En el
presente trabajo, sin embargo, esto no introduce dudas acerca de la eficacia del
bloqueo por mibefradil, ya que las condiciones empleadas (2 mM Ca’* externo,
temperatura ambiente de 18-25 °C) favorecen la unién del mibefradil al canal ce
calcio de tipo T (ver discusion en Martin, et al, 2000). Si bien esto nos permite
concluir que Icat) NO es indispensable para la generacion de PA’s en las células
cromafines neonatales, la conclusién que deriva de los resultados es menos
contundente pare el caso de las células cromafines fetales. En las células
fetales, la aplicacion del mibefradil logra detener la actividad eléctrica
espontanea en la mayoria de los casos. Estos resultados nos sugieren que
posiblemente en etapas tempranas del desarrollo, la contribucion de Icat) a la
corriente subumbral sea mas significativa que en las células neonatales vy
adultas. Esta hipdtesis aguarda comprobacién experimental. Podriamos

especular que en las células neonatales, en las que Ina €s mayor, la dependecia



de Icay ©s menor ya que Ina s capaz por si sola de llevar a la célula al umbral
de disparo.

Nuestros resultados apuntan a que el mecanismo empleado por las
células cromafines fetales y neonatales para producir potenciales de accién
espontaneos difiere del empleado por algunas neuronas. Esta diferencia, quizas
esté relacionada con el patron de disparo que presentan las células cromafines.
Las neuronas del subtalamo, al igual que las neuronas de Purkinje del cerebelo,
disparan potenciales de accion espontaneamente a alta frecuencia, en
ocasiones pudiendo llegar hasta los 50 Hz (Hausser y Clark, 1997). En cambio,
la frecuencia de disparo promedio de las células cromafines fetales vy
neonatales es muy inferior a este valor (~1 Hz) y muy rara vez alcanza valores
superiores a los 6 Hz. Las unicas neuronas cuya frecuencia de disparo
espontaneo se acerca a estos valores tan bajos son las neuronas del nucleo
supraquiasmatico. La frecuencia de disparo de estas neuronas cambia a lo largo
del dia ~8 Hz en el dia y ~2.5-1 Hz durante la noche, enviando una seinal que
constituye el ritmo circadiano principal en el cerebro. El origen de las
oscilaciones espontaneas durante el dia y la noche no se conoce con precision.
Durante el dia, una conductancia aun no caracterizada, ocasiona una
despolarizacion continua de la célula mientras que lca) Se activa periédicamente
ocasionando oscilaciones en el potencial de membrana y fluctuaciones lentas de
la concentracion interna de calcio (Pennartz, et al, 2002). No obstante lca)no es
el unico contribuyente a las oscilaciones del calcio interno, ya que una forma de

oscilacion de la [Ca®']; subsiste en presencia de un inhibidor de lca). Hasta



ahora, no disponemos de las evidencias que indiquen que la actividad
espontanea de las células cromafines inmaduras pudiera regularse por

mecanismos similares.

Las potenciales de pueden iniciarse por fluctuaciones subumbrales

del potencial de membrana

Nuestros registros revelan la presencia de cambios en el potencial de la
célula de forma indirecta, ya que la amplitud de las espigas registradas depende
tanto de la capacitancia de la membrana que se encuentra dentro de la pipeta,
como de la resistencia Rs, (véanse métodos) dos parametros imposibles
controlar durante el registro. Las conclusiones obtenidas aqui estan sujetas a las
limitaciones de registro electrofisioldgico. No obstante, cabe mencionar que para
el analisis se seleccionaron unicamente células cuyo registro mostraba espigas
rapidas (~1.5 ms) y de amplitud considerable y en las cuales Rs no vari6 de
manera importante durante el periodo de registro. Es posible por tanto, que las
corrientes observadas después de la aplicacion de algunas drogas no
correspondan a potenciales de accion sino a fluctuaciones breves del potencial
de membrana. Esto es consistente con el alargamiento del curso temporal de las
sefales eléctricas observado en muchos casos (~30 ms figura 6, panel B) que
excede por mucho el tiempo en el que ocurren la mayoria de los PA’s (Yas: esto
no es tan cierto. Recuerda que el potencial de accion se puede alargar por

inhibicion o activacion incompleta de los canales BK). Para distinguir entre



oscilaciones del potencial de membrana y PA’s con claridad es necesario
realizar registros intracelulares, este tipo de registro nos permitiria establecer si
existe algun tipo de actividad eléctrica subumbral que continue en la ausencia de
los potenciales de accion y provoque su disparo continuo en condiciones
basales. Asimismo, seria deseable obtener mediciones precisas de todas las
corrientes idnicas presentes en las células cromafines inmaduras. La técnica de
patch clamp de célula entera puede proporcionarnos los parametros necesarios
para modelar la interaccion entre las diversas conductancias presentes vy
entender que combinacioén de factores permite la generacion de PA’s de forma

continua.

Papel de la secrecion de catecolaminas durante la etapa fetal

Existen otras conductancias idnicas en las células cromafines que
podrian participar en lograr la despolarizacion necesaria para iniciar la actividad
espontanea. Estas conductancias son el canal de potasio sensible a pO2, Ko
identificado en la células cromafines neonatales (Thompson, et al., 1998,
Mochizuki-Oda, et al., 1997, Takeuchi, et al., 2001) y una conductancia cationica
no selectiva, sensible a pCO,; CCNSco,, identificada en células cromafines
fetales (Mufioz AM, et al., 2005). Ambos tipos de canales son capaces de
despolarizar a la célula cuando el organismo sufre de hipoxia. Los canales Ko,
se cierran cuando la concentracion de oxigeno en el medio disminuye mientras

que los canales CCNSco, se activan cuando aumenta la pCO,. La



despolarizacion causada por la activacidbn estos canales in vivo podria
determinar un aumento en la frecuencia de disparo y de la secrecion de
catecolaminas. Durante la gestacion, la proporcion pO,/pCO; en la sangre fetal
decae transitoriamente a consecuencia de las contracciones uterinas
espontaneas, las que disminuyen el flujo sanguineo y la presion arterial fetales.
En la etapa terminal de la gestacién, la respuesta del sistema cardiovascular a la
hipoxia aguda es mediada por la accién de los baroreceptores del cuerpo
carotideo. Sin embargo, en etapas tempranas del desarrollo gestacional, el
reflejo de los baroreceptores aun no esta presente y el sistema simpatico
inmaduro es incapaz de regular la constriccion de las arterias para incrementar
la presién arterial. En la oveja, el feto de responde a esta situacion aumentando
la concentracién de CA's en sangre. Las CA’s promueven la redistribucion de la
sangre hacia el corazon y el cerebro y el de aumento en la frecuencia cardiaca
(Jensen A, 1996). La respuesta a la hipoxia mediada por la catecolaminas es
esencial para la sobrevivencia durante la gestacién, al menos en el raton. El
90% de los fetos de raton incapaces de producir CA's mueren antes del dia 15.5
de gestacion (Zhou QY, et al., 1995). Estos animales carecen de ambos alelos
del gen que codifica para la enzima tirosina hidroxilasa (TH), una enzima
limitante para la sintesis de CA’s. La muerte ocurre a causa de congestion
cardiaca aguda, a menos que las madres reciban un suplemento de L-DOPA, el
precursor de las CA's, durante la gestacidén. Al igual que los animales TH", los
animales normales a los que se les administra un bloqueador genérico de los

receptores [-adrenérgicos a los que se une la adrenalina, mueren a causa de



una falla cardiaca cuando son sometidos a hipoxia in vitro (Jensen A, 1996,
Portbury, et al., 2003). Ya que la maquinaria de secrecion de las células fetales
es funcional (Bornaud, 2001) y poseen los canales necesarios para despolarizar
su membrana en respuesta a la hipoxia, es posible que en la rata las células
cromafines fetales y neonatales también se encarguen de mediar esta respuesta

fisiologica.



Conclusiones

1. Las células cromafines fetales y neonatales expresan una corriente rapida

entrante de sodio sensible a tetrodotoxina.

2. Las células cromafines neonatales poseen mayor densidad de corriente de

sodio que las células cromafines fetales.

3. La activacion de las corrientes de sodio rapidas y de la corriente de calcio de
tipo T no es indispensable para la generacion espontanea de potenciales de
accion en las células cromafines fetales y neonatales, dado que la actividad

eléctrica persiste después de la inhibicion farmacoldgica de estas corrientes

4. La inhibicién farmacolégica de las corrientes de sodio y de calcio de tipo T
disminuye la amplitud de las corrientes de accion registradas extracelularmente,
asi como la frecuencia de disparo. Ambos efectos son reversibles parcialmente

después del lavado.

5. La presencia de calcio externo y la actividad de los canales de calcio de tipo L
son indispensables para la generacion de la actividad espontanea, dado que
dicha actividad eléctrica desaparece después de la inhibicion farmacolégica de

estas corrientes de tipo L o de la remocién del calcio externo.



6. La activacién de los canales de potasio activados por calcio (BK) es
indispensable para la generacién continua de PA’s, probablemente debido a que
la repolarizacion mediada por estos canales es necesaria para remover la

inactivacion de los canales de Na y de Ca dependientes del voltaje.
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