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RESUMEN

Basalmente o en respuesta a estrés, las células cromafines de la médula adrenal
secretan catecolaminas las cuales activan o inhiben sefiales en distintos 6rganos diana. Esta
secrecion forma parte de los mecanismos de regulacion homeostatica que son mediados
parasimpaticamente por el sistema nervioso autonomo de los vertebrados.

El incremento en la concentraciéon de calcio intracelular es uno de los eventos
necesarios para la fusion de vesiculas secretoras con la membrana plasmdatica y en
consecuencia la liberacion de su contenido al espacio extracelular. La utilizacion de un
marcador fluorescente de calcio intracelular permite observar dichos cambios y
considerarlos una medida indirecta de la secrecion.

La generacion de microdominios de calcio intracelular, puede hacerse participe en
distintos procesos intracelulares; siendo resultado de diversos factores como la segregacion
de canales i6nicos en la superficie de la membrana plasmatica, la disposicion intracelular de
la organela o las interacciones celulares. Estos tipos de arreglo, implican repercusiones
importantes sobre el control fino de la secrecion. Por lo anterior, en el presente trabajo
observamos la actividad de calcio interno en células medulares mediante la preparacion in
situ de rebanadas de glandula suprarrenal en distintas regiones de la célula y en diversas
células dentro del tejido adrenomedular.

Identificamos diferentes patrones en el incremento del calcio intracelular en células
con actividad espontanea. Dichas células presentan sefiales transitorias de calcio en zonas
centrales o intracelulares respecto a las submembranales y viceversa. Mostramos los
porcentajes de células con actividad espontanea y de células reclutadas por la accion de una
concentracion elevada de potasio; ademds de la proporcion de células con actividad
persistente en ausencia de calcio extracelular. Identificamos los patrones de oscilacion de
calcio intracelular de células en conjunto, reconociendo una evidente actividad secuencial y
sincronica en mddulos o grupos.

El conjunto de observaciones realizadas mediante esta técnica, provee evidencia a
hipotesis recientes sobre las implicaciones fisioldgicas del arreglo y la disposicion espacial

de las células y sus elementos conservados en el tejido intacto.



1. INTRODUCCION

Antes de que Walter Cannon a principios del siglo XX estudiara los mecanismos
implicados en la regulacion del ambiente interno de los organismos y acufiara el término
homeostasis; ya habian surgido dudas sobre los procesos involucrados en la estabilidad del
ambiente interno, el “milieu interiour” planteado por Claude Bernard en 1878. Cannon
considera las principales anotaciones de los fisidlogos contemporaneos y reconoce que los
seres vivos, vistos como un sistema abierto, pueden reaccionar ante los cambios en el
entorno manteniendo las variaciones internas dentro de estrechos limites gracias a ajustes
automaticos que intervienen en el sistema, y que las oscilaciones abruptas pueden ser
prevenidas para que las condiciones internas logren mantenerse casi constantes (Cannon
W.B, 1929).

La homeostasis se refiere a que todas las pequefias variables fisiologicas se
mantienen en un nivel optimo, dentro de estrechos margenes por las acciones de diversos
mecanismos de control en los organismos (Gwirtz, 2008). Las particularidades de una
especie o individuo dependen de su capacidad para conservar dentro de sus procesos vitales
ciertas caracteristicas que los diferencian de otras especies, y para ser posible la evolucion,
ha sido necesario contar con la maquinaria idonea para mantener constancia en la
organizacion y funcionamiento de los sistemas de los organismos (Fanjul et al. Eds., 1998).
Los mecanismos de regulacion estdn operados principalmente por los sistemas nervioso y
endocrino. En el sistema nervioso autdbnomo, es de gran relevancia funcional la actividad
del sistema simpatoadrenal que entre sus diversos elementos incluye a las células
cromafines (CC) de la médula adrenal (Fanjul et al. 1998; Verdugo, 2005; Garcia et al.

2006; Diaz-Flores et al. 2008).



1.1  Sistema nervioso autonomo e inervacion de la glandula suprarrenal

El sistema nervioso autonomo (SNA) controla las funciones involuntarias y consiste
en tres divisiones. La division entérica forma redes de neuronas llamadas plexos que rodean
el tracto gastrointestinal, esta no es del todo independiente ya que también esta controlada
por el SNC a través de fibras simpdticas y parasimpaticas. Dichas fibras son dirigidas en
multiples respuestas en direccion paralela y ocasionalmente simultanea, actuando sobre los
musculos lisos y las glandulas secretoras; los vasos sanguineos y la piel (Richelson, 2003).

La division parasimpatica o sistema nervioso parasimpatico (SNP) organiza las
respuestas involuntarias que generalmente reflejan funciones en estado de relajacion
(Willis, 2004). La division simpatica o sistema nervioso simpatico (SNS) organiza las
respuestas involuntarias que anticipan el esfuerzo méximo o la accion de lucha-huida, y
regula un amplio numero de funciones y durante estados fisicos o emocionales extremos,
activa entre otros al sistema cardiovascular y el catecolaminérgico adrenal
(simpatoadrenal). Dichos sistemas, consisten en cadenas de neuronas de proyecciones
duales que los conectan con el sistema nervioso central (SNC) (neuronas de comendo
central) (Jansen et al. 1995). Los axones preganglionares simpaticos nacen de neuronas en
la médula espinal toracica y lumbar superior T1 a L2/L3 (Richelson, 2003, Willis 2004).

Los axones que inervan la glandula suprarrenal provienen de los segmentos
toracicos 10, 11 y 12, y del ler. lumbar (L1) (Verdugo 2005); los cuales penetran la capsula
adrenal y la corteza sin ramificarse, pasan a la médula y se dividen en pequefios paquetes
de fibras nerviosas que finalizan en terminales tipo sinapticas sobre CC. Muchas de las
fibras carecen de mielina y algunas forman complejos axon-células de Schwann en la capa
subcortical y entre los médulos de células productoras de adrenalina (A) y de noradrenalina

(NA) (Diaz-Flores et al. 2008).



1.2 La glandula suprarrenal y su porcion medular

La glandula suprarrenal o glandulas suprarrenales son consideradas un 6érgano
multifuncional localizado, como su nombre lo indica sobre cada rifion y se divide en dos
principales componentes: corteza y médula. La corteza adrenal de origen mesodérmico esta
formada por tres =zonas principales: la externa o glomerular que sintetiza
mineralocorticoides, la media o fascicular produce glucocorticoides y la interna o reticular
que sintetiza androgenos.

En el humano la corteza adrenal corresponde al 90% del total de la glandula
suprarrenal, y varia en ligeras proporciones en otros animales, en ratones conforma
alrededor del 75-85%. La porcion medular o médula adrenal esta compuesta
predominantemente por CC de derivacion neuroectodérmica y estd envuelta por la corteza
adrenal (Verdugo, 2005) (Figura 1.1). Existe evidencia que muestra una relacion funcional
entre estos dos sistemas endocrinos, tanto en la respuesta que se genera de forma conjugada
y paralela; asi como la influencia que pueden tener diversos productos corticoides en
procesos del desarrollo de las CC medulares, aunque no en todos los vertebrados se
presenta dicha condicion, por ejemplo, en peces, el tejido cromafin estd separado de las
células esteroidogénicas, pero todas en general se localizan en la region general de los
riflones en direccidon cefalica (Randall et al. 1997).

Aparte de CC adrenérgicas y noradrenérgicas, la poblacion celular de la medula
adrenal incluye: CC de granulos pequefios, células ganglionares, células sustentaculares,
nervios, vasos sanguineos y tejido conectivo (Diaz-Flores et al. 2008). Las CC se
encuentran en racimos o trabéculos, mientras las células ganglionares se encuentran solas o
en racimos intercaladas con CC o en asociacion con fibras nerviosas. Las células

sustentaculares se encuentran en la periferia de los racimos de CC (Fung et al. 2008).



Figura 1.1. Corte transversal de la glandula suprarrenal que muestra las células cromafines de la
médula adrenal. (A) Rifiones y glandula suprarrenal (modificado de http://www.bio-medicine.org/biology-
dictionary/Adrenal glands/ por Carlyn Iverson). (B) Células cromafines medulares. (*) Nucleos celulares.

(A) Imagen en contraste de fases en el microscopio por - Lara-Mejia A., 2008).

1.2.1 Vascularizacion de la médula adrenal

Dentro de los mamiferos la vascularizacion de la médula adrenal, puede presentar
alta similitud, aunque con sutiles diferencias. Por ejemplo, en ratas, el grupo de Murakami
y colegas (1989) por medio de microscopia electronica, mostraron que las arterias adrenales
provienen de la arteria frénica inferior, la aorta abdominal y la arteria renal; sus
ramificaciones internalizan la glandula adrenal. Las arterias adrenales, alcanzan la
superficie de la glandula superior, medial e inferior. Esta vascularizacion es drenada por la

vena periadrenal superior y posteriormente a la vena frénica inferior y por las venas



mediales y periadrenales inferiores que fluyen hacia la vena adrenal (Murakami et al.
1989).

En humanos el aporte sanguineo deriva de tres arterias: la suprarrenal superior, la
suprarrenal media y la arteria suprarrenal inferior; las cuales forman un plexo que penetra
desde la parte periférica de la corteza suprarrenal hacia el centro mediante un sistema
sinusoidal orientado en forma radial (figura 1A). La sangre venosa es drenada por una
unica vena central: la vena suprarrenal derecha, la cual conduce a la vena cava inferior y la
izquierda a la vena renal izquierda (Verdugo 2005). Después del nacimiento se presenta una
degeneracion de la corteza fetal y durante la formacion de la nueva corteza, las “islas” de
c¢lulas neuroblésticas se sitian contra la vena central, y alcanzan una estructura compacta
altamente vascularizada en la parte central de la glandula adrenal (Sokolov et al 2006).

1.3  Las Células Cromafines

Las CC reciben su nombre por la reaccion a fijadores como el dicromato de potasio
o el acido cromico, provocando una tincion café o amarillo como producto de la oxidacion
(Norris, 1996). Aunque algunas otras células como células del epitelio intestinal o de la
piel, o diversas células serotoninérgicas (secretoras de serotonina derivado del amino acido
triptéfano) pueden presentar la llamada “reaccion cromafin”; las CC de la médula adrenal
derivan de la cresta neural (Artalejo A. 1995) y pueden ser consideradas paraganglios
intradrenales del sistema paraganglionar que incluye los ganglios auténomos
paravertebrales, intravagales, branquioméricos y viscerales (Diaz-Flores et al. 2008).

Las CC muestran una forma poligonal o columnar en el tejido medular adrenal,
poseen un nucleo redondo o eliptico (ocasionalmente 2 o mas) de colocacion central mas
frecuente que excéntrica, y uno, dos o tres nucléolos. El citoplasma contiene granulos

cromafines y la organela ordinaria; incluyendo un gran aparato de Golgi, reticulo



endoplasmico rugoso, ribosomas libres, mitocondrias redondas u ovaladas con estrechas
crestas paralelas, lisosomas, vacuolas, cuerpos multivesiculares, microtibulos,
microfilamentos, centriolos y ocasionalmente cilia (Diaz-Flores et al. 2008).

Utilizando la reaccioén de oxidacion con yodato de potasio Hillarp y Hokfelt (1954),
observaron la presencia de dos poblaciones de CC noradrenérgicas y adrenérgicas en
médulas adrenales de ratas, puercos de Guinea, conejos, gatos, ovejas, vacas y caballos
(Hillarp, Hokfelt, 1954). Glavinovic y colaboradores (1998) analizaron morfométrica y
electroquimicamente la liberacion del contenido vesicular de CC a fin de determinar la
relacion con el volumen y el contenido liberado, y encontraron que las vesiculas de células
noradrenérgicas son de mayor tamafio que las adrenérgicas. En otro estudio, mediante
microscopia electronica se reconocieron estas diferencias morfoldgicas y con el uso de
microscopio Optico y métodos histoquimicos, se ha reconocido que una gran cantidad de
CC adrenérgicas se localizan en la periferia de la médula adrenal y que las CC
noradrenérgicas ocupan la posicion central formando grupos (Koval et al. 2000).

A pesar de los diversos datos sobre poblaciones de CC separadas, la proporcion
(radio) de células adrenérgicas/noradrenérgicas es extremadamente variable, tanto que
puede ir de 1:2 a 6:1, lo cual hace suponer que la misma CC puede contener tanto A como
NA (Koval et al., 2000). Las CC presentan un alto grado de plasticidad, teniendo capacidad
para cambiar su fenotipo en respuesta a estimulacion por factores neurotréficos (Doupe et
al. 1985; Koval et al. 2000); y pueden ser inducidas para expresar caracteristicas neuronales
con crecimiento neuritico (Doupe et al. 1985; Moro et al. 1991; Diaz-Flores et al. 2008).

En un cultivo aislado de células medulares adrenales bovinas, Koval y
colaboradores (2000), tomaron en cuenta cuatro principales criterios para la identificacién

morfologica de las células estos fueron: el didmetro medio de los granulos que presentan, la



variabilidad de dichos granulos, la densidad y el halo o anillo de los granulos, y la densidad
del citoplasma o el nucleo. Y considerando la expresion de otros componentes celulares
caracterizaron cuatro subtipos de CC morfologicamente distintos: CC medulares con
citoplasma denso y granulos finos (49.1%), CC con citoplasma denso y granulos grandes
(21.1%), CC con citoplasma difuso y granulos con anillo luminoso (26.3%), y CC con
citoplasma moderadamente denso y reticulo endoplasmico rugoso bien expresado (3.5%)
(Koval e t al., 2000).

1.3.1 Histogénesis de las células cromafines

Existen varios tipos celulares que sintetizan y secretan polipéptidos hormonales.
Pearse (1968) reconoce y describe un numero de caracteristicas ultraestructurales que son
compartidas por diversas células y las describe como células APUD (amine precursor
uptake and decarboxilation, -captura y descarboxilacion de precursores de aminas-)
(Pearse, 1968). Este grupo de células incluye a corticotropos y melanotropos de la
pituitaria, células de los islotes pancreaticos, células productoras de calcitonina, células tipo
I del cuerpo carétido, células de la médula adrenal y varias células endocrinas del epitelio
intestinal (Le Dourain, 1995). A pesar de esto, no todas las células que sintetizan y secretan
hormonas polipéptidas comparten su origen embrionario. Con ligeras diferencias entre
especies, las cé€lulas de la superficie del tubo neural, migran a lo largo de rutas
estereotipadas y se diferencian para formar una variedad de tipos celulares, incluyendo
entre otros: CC extra-adrenales, CC intra-adrenales (feocromocitos), CC granulares
pequenas, células paraganglionares extra-adrenales y células ganglionares autonomas
(linaje simpatoadrenal) (Diaz-Flores et al. 2008; Kobayashi y Coupland, 1993).

Se ha hipotetizado que las CC y las neuronas simpaticas comparten células

progenitoras simpatoadrenales en comun, las cuales se agregan a la aorta dorsal (el tronco



derivado de células de la cresta neural), donde adquieren un destino de neuronas
catecolaminérgicas. La sefializacion por la pared de la aorta dorsal provee varios factores
como la proteina morfogenética de hueso (BMP, por sus siglas en inglés), y una variedad
de factores de transcripcion en una red de regulacion cruzada (Diaz-Flores et al. 2008;
Huber et al. 2002; Huber et al. 2005). Esta red incluye al factor de transcripcién hélice-
horquilla-hélice MASH-1, las proteinas de homodominio pareado Phox2a y Phox2b,
Hand2; y la proteina de tipo dedo de zinc GATA 2/3, estos factores regulan la sefalizacion
de BMP (Diaz-Flores et al. 2008; Huber 2006; Huber et al. 2005; Moriguchi et al 2006).

En el ganglio simpatico primario de embriones de pollo, la expresion de CASH-1
(el homologo en el pollo de MASH-1) y Phox2b es seguida por la de Hand2, Phox2a y
GATAZ2. El orden de aparicion de CASH-1 y Phox2b no ha sido evaluado. Aunque se ha
revelado que MASH-1 y su homo6logo CASH-1 son expresados transitoriamente en toda la
progenie autébnoma de la cresta neural: neuronas simpaticas, parasimpaticas y entéricas; CC
adrenales, asi como en subconjuntos especificos de neuronas centrales (Huber et al. 2002;
Huber et al. 2006). MASH-1 activa Phox2a, siendo un regulador positivo de los rasgos
noradrenérgicos requerido para la adquisicion de enzimas sintetizadoras de NA; TH y
dopamina B-hidroxilasa (DBH). Ademas, algunos de los marcadores neuronales como
SCG10 y periferina, son ausentes en cé¢lulas simpatoadrenales siguiendo una inactivacion
por MASH-1. La expresion de marcadores tempranos como: Phox2b, Hand2, c-Reet,
neurofilamento 68 y 160, y tubulina especifica de neuronas; no se ve afectada (Huber,
2006; Huber et al. 2002).

En ausencia de MASH-1 el desarrollo del sistema nervioso auténomo es casi
eliminada por completo. Sin embargo, los ganglios simpdaticos primarios se ensamblan

normalmente en la aorta dorsal, y las células forman partes de su programa de



diferenciacion normal, después eventualmente mueren (Huber 2006). Las células migran
entonces en una direccion dorso-lateral para formar ganglios simpdticos o en direccion
ventral para colonizar la glandula adrenal, donde pierden caracteristicas de neuronas y se
diferencian en CC (Diaz-Flores et al. 2008; Huber et al. 2002; Huber 2006). Las células
simpatoadrenales que adoptan un destino final de CC endécrinas, ademas, regulan a la baja
la expresion de marcadores neuronales (Kalcheim et al. 2002).

En el primordio de la glandula adrenal, diversas células neuroblasticas migratorias y
fibras nerviosas penetran entre las células corticales. Estas células neuroblasticas entrantes,
originan cordones de feocromoblastos (precursores de feocromocitos) en varios estados de
diferenciacion. En un principio las células corticales y los feocromoblastos, incluyendo
aquellos que son funcionalmente activos y que contienen catecolaminas y neuropéptidos
permanecen interrelacionadas hasta el periodo fetal (Diaz-Flores et al. 2008). Algunas
células de la corteza suprarrenal se entrelazan con células medulares, mostrando células
corticales localizadas dentro de la médula y viceversa. Esto ha sugerido, la comunicacién
directa (comunicacion paracrina), y a través del sistema de circulacion portal establecido
por los vasos que irrigan primero a la corteza y posteriormente a la medula suprarrenal
(comunicacidon endocrina) (Murakami et al. 1989).

Se ha sugerido la participacion de glucocorticoides (corticoesteroides) y otros
factores de la corteza en la diferenciacion de las CC (Murakami et al. 1989), ya que en el
desarrollo antenatal y postnatal del organismo se requieren glucocorticoides en cantidades
mayores a las producidas por la corteza fetal (Sokolov et al 2006), ademas, las CC en
cultivo pierden ciertas caracteristicas de diferenciacion por la ausencia de glucocorticoides,
reflejdndose generalmente en la falta de expresion de la feniletanolamina-N-metil

transferasa (PNMT, por sus siglas en inglés), enzima necesaria para producir A partir de



NA; asi como la ausencia de vesiculas grandes de almacenaje de catecolaminas (LCDV)
(Doupe et al 1985; Murakami et al 1989). No obstante, este efecto puede revertirse con la
adicion de corticoesteroides al medio, logrando que estas caracteristicas se mantengan,
independientemente de la edad de las células (Doupe et al. 1985).

Se creia que los glucocorticoides participan en la correcta migracion de los
progenitores de células adrenales simpaticas (Gut et al.2006), sin embargo, varios autores
han sugerido que neuronas y CC pudieran estar relacionados mas distantemente que lo que
se pensaba con anterioridad (Huber 2006; Kalcheim et al. 2002; Unsicker et al. 2005). La
heterogeneidad de las células simpatoadrenales previa a la invasion adrenal se ha puesto de
manifiesto, sugiriendo que las CC y las neuronas simpaticas se desarrollan
independientemente de la cresta neural (Diaz- Flores et al. 2008; Huber 2006). La
participacion de los glucocorticoides puede estar relegada, sélo para la induccion de la
PNMT (Huber et al. 2002; Kalcheim et al. 2002; Unsicker et al 2005). El papel de los
glucocorticoides es imprescindible en esta induccidon y casi exclusivo de las CC de la
médula adrenal (Moro et al. 1990). Se ha observado en estudios con ratones carentes de
receptores a hormonas glucocorticoides, que es posible revelar el fenotipo de CC,
desarrollandose normalmente, pero con falta de la expresion de la PNMT, aunque con
caracteres finales de CC adrenérgicas (Unsicker et al. 2005).

En cultivo de ratas neonatas, la ausencia de glucocorticoides ha sido sustituida por
factores de crecimiento neural (NGF por sus siglas en inglés) y se ha observado que
algunas células presentan elongaciones neuriticas y otras caracteristicas morfologicas de
neuronas (Doupe et al. 1985), revelando la relacion ontogénica aunque esta, en etapas mas

tempranas del desarrollo. Otros factores de crecimiento liberados por fibroblastos, pueden



ser agentes que modifican la diferenciacion y modulacion del fenotipo neuronal de las CC
medulares (Koval et al., 2000).

Se han reconocido diversas condiciones microambientales, como la presencia de
células del sistema inmune, que pueden estar mediando la secrecion de A y de NA; se sabe
que existen macrofagos en todas las zonas de la glandula adrenal y se cree que cumplen un
papel importante en la modulacion de las respuestas adrenales (Koval et al., 2000; Diaz-
Flores et al. 2008). Ademas, otros factores fisicos pueden influir sobre la diferenciacion y la
expresion fenotipica, por ejemplo, se puede inducir crecimiento neuritico en CC en cultivo,
por medio de la estimulacién por campos magnéticos de baja frecuencia (entre 7 y 10 Hz)
(Hernandez-Hernandez et al. 2009), la estimulaciéon por campos magnéticos de baja
frecuencia produce crecimiento neuritico en CC en cultivo en una forma similar a la
exposicion a NGF (Drucker-Colin et al 1994; Hernandez-Hernandez et al. 2009; Verdugo-
Diaz et al. 2002). Se requiere estudiar a los genes involucrados en la diferenciacion a
escalas especificas espacio-temporales, ademas de estudios en fisiologia evolutiva y sobre
el desarrollo embrionario de estos tipos celulares.

1.4  Las Catecolaminas

Una vez diferenciadas por completo e incluso antes del término del desarrollo
embrionario las CC secretan catecolaminas como principales productos metabodlicos (Diaz-
Flores et al. 2008). Las catecolaminas forman parte de las aminas biogénicas, que
constituyen una clase de neurotransmisores que actian a través de segundos mensajeros
para producir una lenta transmision sinaptica (Randall et al. 1997)

La regulacion de la liberacion de catecolaminas por la médula adrenal comprende
mecanismos que involucran al cerebro, la médula espinal, las sinapsis colinérgicas

formadas por las terminaciones esplacnicas que inervan CC y por los receptores



colinérgicos postsinapticos en las membranas de CC adrenales medulares (Garcia et al.
2006; Kobayashi y Coupland, 1993).

Las principales catecolaminas son A, NA y dopamina. En 1953, Udenfriend y
colaboradores observaron que el grado de formacion y de secrecion normal de A por la
glandula suprarrenal es extremadamente bajo. Realizaron un protocolo para eliminar la A
de las glandulas suprarrenales de ratas y vieron que alrededor de la mitad de esta, se
restablecia después de 72 hrs. No encontraron cantidades medibles de NA y sugieren que
las vias de activacidon/inactivacion para A y NA son muy distintas (Udenfriend et al. 1953).

1.4.1 Sintesis y efecto biologico

La L-tirosina, aminodcido incorporado en la dieta, circula en la sangre a una
concentracion de 1 a 1.5 mg/dl en el humano es capturado e introducido a las células
mediante un transportador (Verdugo-Diaz, 2005). La L-tirosina, es el precursor para la
sintesis de estos productos de las CC cuya sintesis comprende 4 reacciones secuenciales; a
partir de ella se produce una reaccion catalizada por la tirosina hidroxilasa (TH), la cual es
el principal enzima limitante para la sintesis de catecolaminas (Nankova y Sabban, 1999).
En esta reaccion se forma la L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA); posteriormente la L-
DOPA descarboxilasa (enzima no especifica de L-DOPA, ya que también decarboxila a 5-
hidroxi-L-triptofano) convierte a la L-DOPA en L-3,4-dihidroxifeniletilamina (dopamina),
reaccion que requiere piridoxal fosfato (vitamina B6) como cofactor; la dopamina serad
hidroxilada luego por la accion de la dopamina B-hidroxilasa para formar la NA, y en esta
reaccion es necesaria la vitamina C como cofactor; y por ultimo, la N-metilacién de la NA
por la PNMT da lugar a la formacion de A mediante la incorporacion de un grupo metilo
donado por la S-adenosilmetionina. (Udenfriend, Wyngaarden 1956; Axelrod, 1962;

Verdugo-Diaz, 2005) (Figura 1.2).



Figura 1.2. Biosintesis de catecolaminas a partir de L-tirosina (modificado de Verdugo D. L. en Drucker R.

2005).

La metilacion de NA a partir de A fue demostrada en un principio en extractos de
glandula adrenal y adenosin trifosfato, posteriormente se mostro que el grupo metilo de la
metionina es incorporado a la A, y mas especificamente la S-adenosilmetionina fue

mostrado como el donador en la N-metilacion de la NA a A por Axelrod en 1962.



La inervacion del esplacnico sobre la médula adrenal, libera una variedad de
neurotransmisores que estimulan genes involucrados en la biosintesis de catecolaminas a
través de receptores muscarinicos y nicotinicos (Wong et al. 2002).

1.4.2 Secrecion de catecolaminas y otros productos metabolicos

Ademas de las catecolaminas A, NA y dopamina; las vesiculas secretoras de nicleo
denso de las CC (LDCV), contienen proteinas cromograninas de matriz granular
(secretogranina A, B o I, scretogranina C o II), neuropéptido-encefalinas, nucleétidos de
adenina, calcio, sintaxina 1A, sinaptotagmina I y activador plasminogeno. También
expresan adrenomedulina, péptido N- terminal 20 de proadrenomedulina y enzimas como
la DBH y TH (Diaz-Flores et al, 2008).

Las catecolaminas tienen diversos blancos en el organismo y pueden participar
como efectores inversos dependiendo del tipo de receptor a que se unen (Diaz-Flores et al.
2008; Randall et al. 1997; Verdugo-Diaz 2005).

A y NA, se unen a receptores adrenérgicos (adrenoreceptores), localizados en las
membranas celulares, y activan un numero de segundos mensajeros intracelulares, lo que
permite una respuesta tejido-especifica. Se reconocen dos principales tipos de receptores
adrenérgicos a y B, que difieren principalmente en su sensibilidad a las aminas simpaticas.
Se han caracterizado distintos subtipos de receptores o y B en base a su habilidad para
bloquear o promover la actividad del receptor (Randall et al. 1997; Verdugo-Diaz et al.

2005) (cuadro 1).



Cuadro 1 Efectos de las catecolaminas sobre los distintos receptores adrenérgicos en diferentes células blanco

de diferentes tejidos (modificado de Verdugo D. L. en Drucker R. 2005).

La estimulacion de los receptores a-adrenérgicos puede ocasionar una disminucion
en los niveles de adenosin monofosfato ciclico (CAMP) a traves de su unidon con proteinas
G inhibitorias (Gj) e inducir la via del inositol de fosfolipidos (IP’s), ocasionando la
liberacion de Ca®" de los reservorios intracelulares; o pueden activar canales de Ca’"

. e . . . 2+
asociados a la membrana plasmatica, y enconsecuencia provocar un influyjo de Ca



extracelular a la célula. La estimulacion de los receptores B-adrenérgicos usualmente es
acoplada, a través de la via de proteinas G estimulatorias (Gs), incrementando los niveles de
cAMP. Las catecolaminas afectan la contraccion del musculo liso, inducen la
vasoconstriccion, y estimulan la glicolisis y lipdlisis (Randall et al. 1997).

NA y A, pueden encontrarse circulando libres en plasma o como conjugados con
sulfato o glucoronida, mucha de la A circulante estd unida a proteinas plasmaticas,
especialmente albimina. La NA se une menos que la A, asi como pequenas cantidades de
dopamina pueden ser liberadas (Norris 1996).

Las catecolaminas circulantes tienen una vida media bioldgica corta y son
rapidamente excretadas a través de la orina tanto en formas libres como conjugadas. Son
inactivadas en diversas maneras. En las neuronas productoras de NA, por ejemplo, esta
puede ser recapturada en el citoplasma de la neurona presindptica, donde puede ser re-
almacenada en vesiculas sinapticas para su nueva liberacion. La vida media de la A es
aproximadamente de 5 min (Verdugo-Diaz, 2005).

La via metabolica mas comun para la inactivacion de las catecolaminas involucra a
la monoamino-oxidasa (MAO), localizada en la membrana externa de la mitocondria; y
extracelularmente por la catecolamina-O-metil transferasa (COMT), presentes
principalmente en el higado y rifiones, produciendo metabolitos inactivos que aparecen en
la orina. Los metabolitos urinarios mas comunes son el acido 3-metoxi-4-hidroximandélico,
por la degradacion de metanefrina y la normetanefrina por accion de la MAO (Randall et al.

1997) (figura 1.3).



Figura 3. Vias de degradacion de las catecolaminas (modificado de Verdugo D. L. en Drucker R. 2005).



2. ANTECEDENTES

2.1  Mecanismos de activacion de las Células Cromafines

Los cambios en la concentracion de Ca" intracelular ([Ca*'])) libre, regulan la
activacion y control de una gran cantidad de procesos celulares, incluyendo la excitabilidad,
el desarrollo celular y la secrecion; por tanto, el incremento en la [Ca®']); puede ser
considerado una medida indirecta de la activacion celular y ha sido utilizado para medir,
entre otros; los efectos de la estimulacion mecénica, térmica y quimica en células excitables
(Duflo et al. 2004; Garcia et al. 2006). Los mecanismos operados en las CC, incluyen
actividad eléctrica, una diversidad de canales de calcio, vias de sefializacion internas y la
participacion de la organela intracelular. Logrando una regulacion fina de la secrecion en
las CC (Dunlap et al. 1995).

La [Ca®']; es regulada por la interaccion de procesos opuestos que pueden dividirse
en procesos de ‘encendido’ y ‘apagado’ dependiendo de como pueden servir para
incrementar o disminuir el Ca®" citosolico (Bootman et al. 2001). El mecanismo de
encendido, incluye canales localizados en la membrana plasmatica que regulan el
suministro de Ca®" del espacio extracelular, ademas de canales del reticulo endoplasmico y
otros organelos que participan como reservorios intracelulares de Ca”*". Un mecanismo
igualmente diverso opera el apagado, removiendo el Ca®" del citoplasma, secuestrandolo o
almacenandolo (Bootman et al. 2001; Miranda-Ferreira et al. 2009).

Las diferencias en las oscilaciones de Ca®" y en consecuencia la secrecién por
exocitosis, se presenta entonces en respuesta a la administracion de distintos estimulos
como lo es la union del agonista acetilcolina (ACh) liberada por terminales presinapticas,
mediante la estimulacion del nervio esplacnico (Kobayashi y Coupland, 1993; Akiyama et

al. 2004). Existen diferencias que se han reconocido en animales bajo diversas condiciones,



mostrando que la secrecion responde a demandas propias del organismo, por lo que es
diferente dentro y entre los grupos de vertebrados. Por ejemplo, Edwards y colaboradores
(1980) mostraron la diferencia en la cantidad de A y NA secretada en becerros conscientes
en relacion a becerros anestesiados. La A fue liberada en mayor medida en respuesta a
hipoglicemia o hipoxia en becerros consientes. En contraste, mas NA que A es liberada en
respuesta a otros estimulos; incluyendo la estimulacién del nervio esplacnico, la aplicacion
de Ach intra-arterial o la asfixia en becerros anestesiados (Edwards et al. 1980).

Edwards y colaboradores (1996), han sugerido que existe una inervacion diferencial
selectiva de células productoras de A (adrenérgicas) y de NA (noradrenérgicas) en la
médula adrenal, y en su trabajo mediante marcadores inmunohistoquimicos en neuronas
preganglionares adrenales de gato, mostraron que distintos segmentos de la médula espinal
inervan poblaciones adrenérgicas o noradrenérgicas; esta secrecion diferencial puede
responder a distintas condiciones de estrés; y su regulacion especifica esta mediada por
nucleos del SNC localizados en la corteza, el hipotalamo y la médula espinal (Edwatds et
al. 1996; Nassar-Gentina et al 1988).

La estimulacion por medio del nervio esplacnico, genera ademas de las respuestas
adrenales, diversas respuestas cardiovasculares (Edwards 1982; Edwards et al. 1980; Jansen
et al. 1995). Las CC medulares responden a la ACh, induciendo despolarizaciones
transitorias de la membrana plasmatica de las CC (Kobayashi y Coupland, 1993). En
algunos animales esto es debido a la apertura de un tipo de canales-receptores nicotinicos
tipo neuronales (nAChr -nicotinic acetylcholine receptors-) y muscarinicos (mAChr —
muscarinic acetylcholine receptors-) presentes en las CC (Nassar-Gentina et al. 1988). Los
patrones de disparo de los nervios esplacnicos hacia receptores nicotinicos y muscarinicos,

podrian ocasionar la liberacion selectiva de A o NA (Edwards et al. 1996).



2.2 Actividad eléctrica en células cromafines

Las propiedades eléctricas de las CC han sido ampliamente documentadas en
distintos estudios en humanos y en modelos animales como gerbiles (Biales et al 1976),
ratas (Brandt et al. 1976) y ratones (Nassar-Gentina et al. 1988).

Gracias al desarrollo de técnicas para el registro electrofisioldégico como lo es el
pinzamiento de membrana en sus distintas modalidades, ha sido posible identificar la
corriente generada a través de la membrana plasmatica y conocer sus componentes (Garcia
et al. 2006). La actividad eléctrica puede presentarse espontaneamente o inducida (Brandt
et al. 1976; Edwards et al. 1980; Nassar-Gentina et al. 1988), generando potenciales de
accion (PA) similares a los de neuronas simpaticas (Biales et al. 1976; Brandt et al. 1976).
La distribucion selectiva de iones en la membrana plasmatica, origina en ella diferencias en
la distribucién de cargas eléctricas, lo que permite a las células generar este tipo de
actividad (Biales et al. 1976).

El potencial de reposo (PR) en las CC, como en otras células excitables, puede
modificarse por los iones disueltos en las soluciones extracelulares, por ejemplo, en
solucién salina estandar conteniendo 10 mM de Ca*" Brandt y colaboradores (1976)
registraron un PR en ratas de -49 + 6 mV, mientras que en solucion libre de sodio (Na") fue
de -63 £ 9 mV, ellos observaron que los PA en las CC tienen un componente de Na" y otro
de Ca™" y que los PA se presentan en un rango de 0.05-0.1/s. Biales y colaboradores, (1976)
en registros en CC de Gerbiles, encontraron un PR en un rango de -50 mV a -70 mV, y que
estas CC generaban PA, con el Na" como principal componente, dichos estudios fueron
realizados en CC en cultivo.

Las CC in situ tienen un potencial de membrana en reposo de -54.3 f 8§ mV

dependiendo de la [K'] extracelular, que corresponde a lo predicho por la ecuacion de



campo constante. Existe una diferencia en la resistencia de la membrana entre CC aisladas
la cual es de alrededor de 5GQ, respecto a CC in situ donde esta es menor por mas de un
orden de magnitud (~MQ’s). Tal diferencia, puede deberse a que las CC en el tejido intacto
estan acopladas eléctricamente. El 50% de estas células in situ muestra actividad eléctrica
espontanea (Nassar-Gentina et al. 1988).

En un principio, las corrientes de Ca>" fueron dificiles de reconocer, y se vio que
estas eran independientes de las corrientes de potasio (K'). La amplitud de la corriente
unitaria de Ca” es lenta y las variaciones en el Ca®" intracelular pueden alterar incluso, la
conductancia propia de este i6n (modulacion de Ca*” por Ca®") (Artalejo et al. 1990;
Fenwick et al. 1982a; 1982b, Garcia et al. 2006).

2.2.1 Mecanismo de facilitacion y activacion colinérgica en células cromafines

Los PA en las CC pueden generarse en respuesta a pulsos de corriente pre-
despolarizantes y despolarizantes repetitivos, lo cual se ha estudiado dentro de rangos
fisiologicos, este mecanismo ha sido reconocido como facilitacion por canales de Ca*"
dependientes de voltaje (Artalejo et al. 1990; Nassar-Gentina et al. 1988). Se ha observado
que a bajas concentraciones de ACh (10uM), pero posterior a una rapida despolarizacion
por la activacion de canales de Na', se presenta la apertura de canales de Ca*" de la
membrana plasmatica (Nassar-Gentina et al. 1988).

Los PA son dependientes de sistemas permeables de voltaje de Na™ y de Ca®" y el
bloqueo de los canales de Na" por tetrodotoxina (TTX) resulta en una inhibicion parcial en
la liberacion de catecolaminas (Biales et al. 1976), esto ha sido verificado en otros estudios
en bovinos y ratones (Fenwick et al. 1982a; Nassar-Gentina et al. 1988). Se propone que

esta inhibicion parcial de la liberacion de catecolaminas al aplicar TTX, puede deberse a la



disminucion en la entrada de Ca®" asociada a la despolarizacion provocada por ACh
(Nassar-Gentina et al. 1988).

La despolarizacion de la membrana de CC inducida por la aplicacion iontoforética
ACh esta frecuentemente acompanada por la generacion de PA o por un marcado aumento
en la frecuencia de PA espontaneos (Biales et al. 1976; Brandt et al. 1976; Edwards y Jones
1993; Nassar-Gentina et al. 1988), este efecto puede ser bloqueado por atropina
(antagonista colinérgico muscarinico), pero no por D-tubocurarina (bloqueador de de los
nAChr), sugiriendo que la estimulacion por ACh de las CC en el raton involucra la
activacion de los mAChr (Fenwick et al. 1982a).

Se ha propuesto que mientras la entrada de Ca®" a través de los nAChr esta
restringida a una pequefia region de la membrana; los canales de Ca®" dependientes de
voltaje estan probablemente distribuidos de manera uniforme sobre toda la superficie de la
membrana como se ha observado mediante diversos estudios electrofisiologicos (Nassar-
Gentina et al. 1988), aunque recientemente, se ha sugerido que la distribucién de los
canales de Ca®" de la membrana células en tejido intacto, difiere de lo que se presenta en el
células en cultivo. Y pudiera encontrarse una distribucion selectiva de dichos canales en el
tejido in situ, esto se ha sugerido por que el tratamiento que reciben las células en cultivo
podria desencadenar una modificacion en la expresion de los canales en la membrana
plasmatica (Garcia et al. 2006; Santana et al. 1999).

Los nAChr, son ensambles pentaméricos de subunidades o3 y P4 que forman
canales 16nicos los cuales producen despolarizaciones en la membrana por el incremento en
la permeabilidad de Na*, K™ y Ca®" (Sala et al. 2008). Parte del Ca’>" puede entrar a las
células a través de nAChr, pero se sugiere que la entrada de Ca’" a través de canales de

Ca”" dependientes de voltaje puede jugar un mayor papel en la regulacion de los niveles



intracelulares de Ca*" y de la secrecion catecolaminérgica (Artalejo et al. 1991). Este tipo
de receptores no so6lo estd relacionado con la transmision colinérgica en el sistema
simpatico, sino también poseen caracteristicas adaptativas importantes que compensan la
sefalizacion en intervalos a corto y largo plazo durante el acople persistente de un agonista,
por lo que son un modelo importante en la exploracion de las caracteristicas basicas de la
plasticidad por neurotransmision (Sala et al. 2008).

Artalejo y colaboradores (1991) mostraron dos componentes en la corriente total de
CC y sugieren que la facilitacion es debida al reclutamiento selectivo de un tipo de canales
de Ca® sensibles a las 1,4-dihidropiridinas (DHP), estos canales han sido reconocidos
como canales de Ca*" tipo L. Se ha observado una gran variedad de efectos debidos a la
activacion de receptores muscarinicos por la ACh, como lo es la liberacién de Ca*
intracelular, la activacion de la entrada de Ca*" a través de canales catidnicos no selectivos
y de canales de Ca*" dependientes de voltaje, asi como el impedimento y/o aumento de
disparos de PA; ademas, de su naturaleza de actividad de larga duracion, sugiere que los
mAChr deben contribuir al control fino de la respuesta secretora sobre la estimulacion
preganglionar simpatica en periodos prolongados de tiempo (Olivos y Artalejo, 2008).
Mientras que los nAChr aseguran una rapida y eficiente transmision de impulsos
preganglionares, los mAChr juegan un papel subsidiario principalmente facilitando la
respuesta nicotinica (Olivos y Artalejo, 2008).

La liberacion de catecolaminas inducida por ACh en las CC de raton principalmente
depende de los mAChr, que regulan la despolarizacion de la membrana celular e

incrementan los disparos de PA (Nassar-Gentina et al. 1988; Olivos y Artalejo, 2008).

2.3 Los canales de calcio



Existe una extensa diversidad de canales de Ca** con caracteristicas en la activacion,
cinética y farmacologia; lo que permite a las CC reaccionar ante estimulos y condiciones
especificas con respuestas finamente controladas. Se han realizado trabajos para reconocer
las estructuras de los canales de Ca®" y la complejidad estructural en estos canales, sugiere
una especializacion funcional (Dunlap et al. 1995). Bajo condiciones ionicas fisiologicas,
los canales de Ca”" exhiben una selectividad casi perfecta por el Ca®* sobre el Na*, aunque
el Na' se encuentra en la solucién extracelular mas de 50 veces la concentracion de Ca*"
(150 mmolL™" de Na" contra 2mmolL" de Ca®") (Bean 2001). Una pista importante en el
mecanismo de selectividad de los canales de Ca”" surge de la observacion de que si todos
los iones de Ca*" son removidos, los canales de Ca** se vuelven altamente permeables al
Na’, estas corrientes pueden ser bloqueadas por concentraciones bajas de Ca®", sugiriendo
que existe una alta afinidad del sitio de unién a Ca®"dentro del poro (Bean, 2001).

2.3.1 Canales de calcio activados por union de ligando

Ademas de la activacion colinérgica, existen canales de Ca”" en las CC que pueden
activarse por la union de diversos ligandos. El aislamiento, purificacion y sintesis de
diferentes neurotoxinas ha mostrado que existen ligandos con una notable discriminacion
por los diferentes subtipos de canales de Ca®" (Garcia et al. 2006).

Por ejemplo, la activacion de un tipo de receptores de dopamina (D1), acoplados a
la adenilato ciclasa causan el reclutamiento de canales de Ca®" sensibles a DHP, pero no de
los canales resistentes a DHP, esta facilitacion de la corriente total de Ca®" por el
reclutamiento de canales de Ca”" tipo L (canales de alto umbral de activacion), muestra un
aumento en la liberacion de catecolaminas, y ha sido reconocido en estudios sobre la
exocitosis, a través de mediciones en la capacitancia de la membrana (Artalejo et al 1991;

Albillos et al, 1996).



La unién de varias hormonas o factores de crecimiento a receptores especificos en la
membrana plasmatica, al igual que la unién de ACh, induce la activacion de la fosfolipasa
C (PLC) la cual cataliza la hidroélisis de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,) para producir
los mensajeros intracelulares inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (Donald et al.
2002). Esta activacion se produce por un nimero de receptores acoplados a proteinas G,
entre los que se encuentran la histamina y el polipéptido activador de la adenilato ciclasa de
la pituitraria (PACAP) con un gran efecto, y en menor medida: la angiotensina II,
bradiquinina, el adenosin trifosfato (ATP) y las prostaglandinas (Donald et al. 2002). Otro
efector de las CC por receptores acoplados a proteinas G son las orexinas, los cuales son
péptidos excitatorios (Huang et al. 2008).

El IP; es muy movil en el citoplasma y se difunde en el interior celular donde
existen receptores especificos a IP; (IP3R’s) que en consecuencia realizaran la apertura de
canales de Ca®" de reservorios como el reticulo endoplasmico, logrando altas
concentraciones de Ca”". Aunque los IP;R requieren del IP; para la apertura del poro, su
activacion es regulada por la [Ca®'];, la apertura de los IP;R aumenta por el modesto
incremento en el Ca*” (0.5 — 1uM), mientras altas [Ca®"]; (>1uM) inhiben su apertura,
aunque se ha sugerido mas recientemente, que no todas las isoformas de los IP3R se inhiben
por el Ca®" citosolico, Un analogo a los IP;R son los receptores a rianodina (Bootman et al.
2001; Donald et al. 2002). El diacilglicerol producido por la PLC funciona como un
mensajero intracelular al activar la proteina cinasa C (PKC), la cual esta involucrada en el
proceso de exocitosis y mas precisamente en el transporte vesicular (Garcia et al. 2006).

2.3.2 Activacion de canales de calcio dependiente de calcio

Existe una regulaciéon inhibitoria dependiente de Ca®" por parte de diversos

organelos intracelulares como la mitocondria, que juega un papel en la regulacion de los



niveles de Ca’" citosolico (Hernandez-Guijo et al. 2001). Estos organelos tienen una baja
afinidad, pero alta capacidad como uniportadores de Ca®" y pueden significativamente
reducir transitoriamente el Ca®" citosélico disminuyendo la respuesta celular (Bootman et
al. 2001; Hernandez-Guijo et al, 2001).

Los canales de Ca®" operados por Ca®" se activan en respuesta a la eliminacion de
los depositos de Ca®" intracelular, tanto por movilizaciones fisiologicas de Ca**, como por
agentes farmacolégicos (Bootman et al. 2001). Aunque a grandes concentraciones de Ca®",
por ejemplo> 55 uM, se ha observado que también se presenta una entrada adicional de
Ca” la cual puede realizarse por medio los canales nicotinicos de ACh, siendo este un
mecanismo en gran medida independiente de la concentracion (Garcia et al. 2006). El
aumento en la [Ca®]; origina la inhibicion de canales tipo L, N y P/Q, esta sefial parece ser
regulada por una captura rapida de Ca®" por la mitocondria (Hernandez-Guijo et al. 2001;
Miranda-Ferreira et al. 2009).

Por medio de la técnica de transcripcion reversa por la reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR), en CC se han identificado multiples acidos ribonucleicos mensajeros
(mRNA) que codifican para subunidades formadoras de poros en canales de Ca®"
neuronales (a4 canales tipo P/Q, a;p canales tipo N, a;p canales tipo L neuro/enddcrino,
a;g canales tipo R, a;.p canales tipo T y a;s canales tipo L de musculo esquelético en CC
bovinas) (Benavides et al. 2004; Garcia-Palomero et al. 2000), estos canales muestran
diferencias en su activacion e inactivacion, respondiendo al voltaje y al grado de
polarizacion de la membrana, asi como a una farmacologia especifica (Bean 2001;
Benavides et al. 2004; Garcia et al. 2006).

2.3.3 Canales de calcio dependientes de voltaje



Los canales de Ca®" operados por voltaje son empleados ampliamente por células
excitables. Son complejos de macromoléculas que consisten en 4 o 5 proteinas,
subunidades (a1, oy, B, v, 8) donde a; participa como formadora del poro y las demas como
reguladoras de la apertura del canal (Bean 2001; Bootman et al. 2001). La apertura
dependiente de voltaje es debida a residuos de amino acidos cargados positivamente en la
cuarta region transmembranal (S4) de cada pseudosubunidad. Cuando el voltaje de la
membrana es despolarizado, se cree que las cargas del segmento S4 modifican la

conformacion del canal y eventualmente este se abre (Bean 2001; Benavides et al. 2004).

Tipo de canal de calcio

Mueva
nomenclatura

MNomenclatura
tradicional

Tipo de
corriente

Blogueadores

Activadores

Tejido

Cawv 1.1

haa £:3

L

Nifedipina
Misoldipina

Nitrendipina

BAY K 8644
FPL&417E

Musculo esquelético

Cawv 1.2

Qic

Nifedipina
Misoldipina
MNitrendipina

BAY K 8644

FPL&A17E
PCASO941

Corazon
Musculeo liso
Meédula adrenal
Cerebro
pituitaria

Cav 1.3

Xip

Nifedipina

BAY K 5644
FPLE417E

Cerebro
Pancreas
Meédula adrenal
Rifdn
Retina
Owvario
Coclea

Cawv 1.4

ayF

Nitedipina

BAY K 8644
FPLGA176

Retina

Cawv 2.1

Qaa

P/Q

w-Aga-IvVa
w-Cix-WMWVIIC

w-Citx-MVIID

Cerebolo
Pituitaria
Coclea
Meédula adrenal

Cawv 2.2

g

w-Ctx-GWVIA
w-Cx-MWILA

Cerebro
SMP

Meédula adrenal

Cawv 2.3

qie

SNX-482

Cerebro
Coclea
Retina
Corazon
Pituitaria
Médula adrenal
Cerebro

Cav 3.1

Mibefradil

SNP
Corazon

Meédula adrenal

Cawv 3.2

Corazdn
Cerebro
Rifian
Higado
Glomerulosa adrenal
Médula adrenal

Cawv 3.3

Cerebro

Cuadro 2. Subtipos de canales de calcio de acuerdo al tipo de subunidad o, que presentan. m-Aga, ®-

agatoxina, ©-Ctx, w-conotoxina (modificado de Garcia et al. 2006).




Los canales que requieren pequeias despolarizaciones son llamados canales de bajo
umbral o activados por bajo voltaje (LVA, low-voltage activated), también conocidos como
canales tipo T (tiny), debido a que generalmente acarrean corrientes que son transitorias y
pequeiias. Su inactivacion es rapida tipicamente en unos cuantos milisegundos y se genera a
PR de -60 a -50 mV. Los canales de Ca** tipo T ademas de su bajo umbral de activacion, se
caracterizan por tener una permeabilidad similar al Ca>" y al Ba*", y de ser mas sensibles al
bloqueo por niquel (Ni*") que por cadmio (Cd*"). Pueden ser bloqueados por -octanol,
amilorida, y mibefradil (Benavides et al. 2004; Garcia et al. 2006).

Los canales que requieren despolarizaciones mayores son llamados de alto umbral o
canales activados por alto voltaje (HVA high-voltage activated), los canales tipo L (de
long-lasting) presentan una pequefia inactivacion durante pasos despolarizantes (T
inactivacion > 500 ms) y una baja sensibilidad a potenciales de reposo despolarizantes
(Bean B. P., 2001; Garcia et al. 2006). Estos canales de Ca’" son sensibles a las DHP como
se ha mencionado, por medio de agonistas como BAY K 8644, o por antagonistas como la
nifedipina, nitrendipina y nisoldipina entre otros. (Garcia et al. 2006; Hernandez-Guijo et
al. 1999).

Los canales de Ca®" tipo N se inactivan mas rapido que los canales tipo L, y no
persisten a PA menores. Son bloqueados irreversiblemente por la toxina de Conus
geographus m-conotoxina G VIA vy reversiblemente por la toxina de Conus magus o-
conotoxina M VIIA. Otras toxinas de amplio espectro como w-conotoxina M VIIC y o-
conotoxina M VIID pueden bloquearlos de una forma no selectiva (Benavides et al. 2004;

Garcia et al. 2006; Hernandez-Guijo et al. 2001).



Existen canales relativamente insensibles a los cambios en el PR y que no se
inactivan durante los pasos despolarizantes, estos canales de Ca®" tipo P, son bloqueados
por la toxina de Agelenopsis aperta (FTX). Farmacoldgicamente se ha descrito un tipo de
canal muy relacionado con los canales tipo P, estos son los canales de Ca®" tipo Q, los
cuales son sensibles a la toxina del caracol marino Conus magus (®-conotoxina M VIIC),
son resitentes al bloqueo por DHP. El componente P/Q de la corriente de los canales de
Ca®", es inactivado por voltaje (Chan et al. 2005; Garcia et al. 2006; Hernandez-Guijo et al.
2001).

Utilizando la técnica de pinzamiento de membrana en la configuracién de parche-
perforado en lugar de la configuracion de célula completa, se ha encontrado otro
componente de la corriente de Ca>" en rebanadas de la médula adrenal de raton, corriente
tipo R (Garcia et al. 2006). En el cuadro 2 se muestra un resumen de los diferentes subtipos
de canales de Ca®", su nomenclatura actual y anterior, asi como los principales agonistas y

antagonistas a que son sensibles, y los tejidos donde se localizan.

2.4 Inactivacion de los canales de calcio

Existe una variedad de mecanismos para la inactivacion de los canales de Ca®",
mientras la despolarizacion activa canales de Ca”’, una despolarizacion sostenida
frecuentemente ocasiona que la corriente decline, este proceso es llamado inactivacion. El
curso temporal de la inactivacion varia ampliamente entre los diferentes tipos de canales
(Bean 2001).

Las CC liberan también, encefalinas, modestamente al péptido vaso intestinal (VIP),
y en menor proporcion al neuropéptido Y (NPY) y al péptido gastro-liberado (GRP). Estas

diferencias se deben a un fuerte aumento de la inactivacion y la eliminacion del NPY



adrenal en respuesta a distintas condiciones, por ejemplo, la hipoglicemia (Edwards y Jones
1993).

Las membranas de las CC poseen receptores opioides u, & y k. Los opioides
secretados pueden inhibir la secrecion de catecolaminas inducida por nAChr, ya que, las
CC co-liberan péptidos opioides y catecolaminas, siguiendo la estimulacion de los nAChr.
(Kim et al. 2006). Esta co-liberacion esta relacionada con un sistema de retro-alimentacion
negativa, por lo que ciertas respuestas a la estimulacion de algunas vias nerviosas
auténomas estan sustancialmente potenciadas por un estimulo de alta frecuencia, mientras
otras ni siquiera se ven afectadas (Bloom et al, 1988; Edwards y Jones 1993). La
participacion de ATP y péptidos opioides en la regulacion de la actividad de las CC, ha sido
estudiada en diversos trabajos (Herndndez-Guijo et al. 2001; Hernandez-Guijo et al. 1999;

Kim et al. 2005; ).

2.5 Secrecion y mecanismo de exocitosis

La liberacion de transmisores neuropéptidos es regulada después de la fusion
vesicular con la superficie de la célula, la secrecion diferencial de neuropéptidos y
catecolamina obedece en gran medida al tamafio del poro formado con la fusion vesicular.
So6lo bajo un elevado indice de disparos durante la respuesta simpatica al estrés, las
vesiculas pueden colapsar por completo expeliendo catecolaminas y neuropéptidos (Fulop y
Corey, 2006).

Los indices basales de disparo resultan en una liberacion selectiva de catecolaminas
a través de un evento de fusion ‘besa y corre’ en forma de € caracterizado por un estrecho
poro de fusion. Incrementando el indice de disparo y por ende los niveles de Ca®” se activa

a la proteina cinasa C, la cual promueve la dilatacién del poro hasta el colapso de los



granulos, ayudando a efectuar una respuesta al estrés agudo apropiada (Fulop y Smith,
2006).

El incremento en la [Ca*']; regula ademas, los primeros pasos en la via secretora. El
Ca®" actta sobre la fusion de vesiculas de niicleo de gran densidad, lo cual se ha observado
en CC de raton en rebanadas adrenales. La [Ca®']; basal regula la transferencia de vesiculas
hacia un estado de liberacion lenta, mientras que una lejana maduracion a un estado de facil
liberacion es independiente de Ca**. Niveles altos de Ca”* (3uM por ejemplo) provocan la
exocitosis de todas las vesiculas de pronta y lenta liberacién en dos reacciones de fusion
paralelas y cinéticamente distintas. Estos resultados sugieren que el Ca®" actia antes y
después de la formacion de un complejo proteinico frans-SNARE para regular la
competencia y cinética de fusion de las LCDV (Voets, 2000).

Despolarizaciones breves del tipo PA llevan a la exocitosis en rebanadas adrenales
de raton. El indice de secrecion obtenido por estudios en la capacitancia de la membrana en
CC en rebanadas es mas rapido que lo observado en células en cultivo. Esta exocitosis
rapida es debida a la rapida liberacion de unos pequeiios pozos de vesiculas. Estos pozos se
recuperan de su vaciado con una constante en el orden de segundos. El reclutamiento de
vesiculas de liberacion rapida se dificulta en presencia del quelador de Ca*>” BAPTA y un
poco menos por el quelador de Ca’” EGTA (Moser y Neher 1997). Se cree que las
vesiculas estan localizadas en estrecha proximidad con los canales de Ca*". Y que el acople
espacial de la entrada de Ca®" y la exocitosis pueden ser sensibles al aislamiento de las

células en cultivo (Garcia et al. 2006; Moser y Neher, 1997; Voets 2000).

2.6 Uniones comunicantes



Las uniones comunicantes (Gap junctions en inglés), son uniones que se forman por
un poro por el cual logran pasar moléculas del citoplasma de una célula, al de otra, sin
pasar por el espacio extracelular (Martin et al. 2001). Estd compuesta por un conexon por
membrana, el cual se forma por 6 conexinas generalmente. En las CC, un incremento en la
[Ca’]; es un evento clave en la induccion de la exocitosis. Los PA o transitorios en la
[Ca®"]; inducidos por los nAChr se han descrito en CC aisladas, sin embargo se ha dado
poco detalle de como permanecen confinados a las células estimuladas o su propagacion a
cé¢lulas adyacentes. Martin y colaboradores (2001), mostraron mediante estudios
electrofisiologicos por la técnica de pinzamiento de membrana, y por registros de imagenes
confocales en tiempo real en rebanadas adrenales de rata; que existen transitorios de [Ca*'];
espontaneos o inducidos en células vecinas. Sospechando que estas son debidas a la
participacion de comunicacion electrotonica por medio de uniones comunicantes (Martin et
al. 2001).

La estimulacion nicotinica de una sola célula provoca la liberacion de catecolaminas
en células acopladas, lo que ha sido demostrado en la deteccion amperiométrica de eventos
de secrecion. El acople funcional entre CC in sifu puede representar un complemento
eficiente en la transmision sindptica para amplificar la liberacion de catecolaminas después
de la estimulacion de una sola CC (Martin et al. 2001).

Se ha observado en diversos estudios en rebanadas adrenales, que los cambios en la
[Ca®]; de una célula son transmitidos a una o dos células adyacentes. Los cambios
sincronizados en la [Ca®]; entre dos células es mucho menos frecuente en ratas que en
ratones. Los cambios espontaneos en la [Ca®’"]; son también sincronizados entre células en
estrecho contacto en cultivo. Esto sugiere que la difusion del Ca*” es mediada por el acople

intercelular de baja conductancia (Yamagami et al. 2002).



3. JUSTIFICACION

El comportamiento de las CC en el tejido intacto ha sido objeto de estudio en afos
recientes, inicialmente se utilizaban técnicas para el estudio del acople estimulo-secrecion
en la glandula completa en animales vivos.

Diversos estudios se han llevado a cabo posteriormente en CC en cultivo, donde se
han reconocido una gran cantidad de mecanismos que operan en este tipo celular. Sin
embargo, se ha observado que algunas caracteristicas de estas células tan especializadas, se
pierden bajo estas condiciones, caracteristicas como la comunicacion intercelular y
condiciones microambientales, indispensables en el control fino de la secrecion.

Existen diversos trazadores, ampliamente utilizados en el estudio de los mecanismos
dependientes de Ca®";. Gracias a ellos, se puede seguir la presencia de estos iones en el
citosol, cuando el Ca*" es liberado de los reservorios intracelulares o cuando entra por
canales de la membrana. Las pruebas de fluorescencia como medida indirecta de la
movilizacion de iones u otros elementos intracelulares han sido ampliamente utilizadas.

La observacion de las diferencias en las variaciones en el Ca®" en las CC en el
tejido in situ en distintas regiones de las células; la difusion de ondas de Ca®" y los patrones
de oscilaciéon del Ca®"j de células en conjunto o médulos. Nos permite entender de manera
mas precisa como es la fisiologia de las CC.

Este estudio sobre las variaciones en el Ca2+i en el tejido intacto, estd enfocado a
aportar evidencia sobre la distribucién de los canales de Ca>” en distintas regiones de la
célula y las relaciones temporales entre regiones de una misma célula y de células

dispuestas en mddulos en la médula adrenal.



4. HIPOTESIS

-Existen regiones dentro de las CC conservadas in situ, que presentan aumentos en
la [Ca*']; con diferencia en tiempo: regiones cercanas a la membrana orientadas hacia el
exterior de los mddulos de células, y en regiones mas internas de las células. Lo que refleja
la generacién de microdominios de Ca*", con repercusiones fisiologicas.

-Existen diferentes patrones de activacion secuencial en el incremento de la [Ca’'Ts,
en células de un mismo moédulo, en el tejido intacto, que obedecen a la demanda del
organismo en situaciones especificas.

-Existe una induccion al menos parcial, por la despolarizacion de la membrana por
el aumento de K extracelular, por lo que esto se ve reflejado en el aumento en la [Ca*'];
bajo este estimulo.

- La actividad de los canales de Ca®" de la membrana es independiente de la
activacion de canales de Na™ por lo que no existe una diferencia en la sefial de Ca®" al
aplicar el bloqueador de estos canales TTX.

-Los requerimientos de Ca®" por la célula, son satisfechos por mecanismos
independientes, reflejando un alto nivel de regulacion. Por lo que la eliminacién de Ca** del
medio extracelular puede ser compensado al menos en parte, por las reservas intracelulares

de este 16n.



5. OBJETIVOS
El objetivo general de esta tesis es mostrar los patrones en las variaciones de la [Ca®]; y
el reconocimiento de eventos transitorios de Ca’" en CC medulares individuales y en

conjunto.

5.1 Objetivos particulares

1. Reconocer los tipos de patrones de oscilacién la [Ca®']; existentes en células con
actividad espontanea.

2. Determinar la diferencia en el incremento transitorio en la [Ca*’]; entre regiones
submembranales (exteriores) ¢ intracelulares (contiguas a reservorios
intracelulares).

3. Reconocer la relacién en el incremento en la [Ca®']; en células vecinas dentro de un
mismo modulo cromafin.

4. Identificar la dependencia e influencia de la [K']. en el incremento en la [Ca®™]i.

5. Determinar la posible influencia de los canales de Na’ sobre el incremento en la
[Ca®"];

6. Determinar la participacion de los canales de Ca®" de la membrana celular y de los
reservorios en el incremento en la [Ca’'];, mediante la eliminacion del Ca'

extracelular.



6.  MATERIALES Y METODO

En este trabajo se utilizaron ratones de la cepa Balb-C, los cuales fueron obtenidos
de la Unidad Académica Bioterio del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad
Nacional Autéonoma de México; donde se siguen los estdndares de la Norma Oficial
Mexicana (NOMO062-Z0O0-1999), que establece las técnicas y métodos adecuados para la

produccion, cuidado y manejo de animales de laboratorio.

6.1  preparacion de rebanadas de adrenales

La preparacion “in situ” o de tejido intacto de la médula adrenal en cortes de la
glandula suprarrenal, se realizd a partir de la diseccion de ambas glandulas en ratones
macho de 8 semanas de vida, con la finalidad de obtener rebanadas que preservaran en
condiciones oOptimas a las células de la médula. Las glandulas disecadas se mantuvieron en
un medio KREBS con la siguiente composicion en mM: NaCl 125, KCl1 2.5, CaCl, 2,
MgCl, 1, NaHCOs 26, HaH,PO4 1.25, glucosa 10; dicha solucion fue mantenida en un
sistema que incorpora una mezcla de aire 95 % y 5 % de CO,. Este medio es el utilizado
como solucion estandar en todos los experimentos.

Posterior a la diseccion, parte del tejido graso que recubre las capsulas adrenales fue
removido conservando solo estas sobre la corteza de la glandula lo que proporciona soporte
en el momento de los cortes; luego, las glandulas fueron colocadas en pozos de
aproximadamente 1 ml de volumen con solucion estdndar adicionado de agar de alto punto
de fusion (Invitrogen Corp, Nueva Cork EUA) en una concentracion de 3%. Una vez
solidificada la solucién (~1 min) con las suprarrenales embebidas, se recortaron cubos de
aproximadamente 2 mm por lado y se montaron la base de la cdmara de corte en un

microtomo de navaja vibrante (figura 6.1, VT 1000 SO, Leica Microsystems©, Wetzlar,



Germany) en el cual se mantuvo la solucidon a una temperatura ~4° C mediante un sistema
de enfriamiento disefiado en nuestro laboratorio, esto permitié que el agar permaneciera
rigido y se pudieran realizar cortes ptimos. Las glandulas fueron colocadas en la camara
refrigerante del micrétomo, la inclinacién de la navaja es ajustable en un cabezal vibratorio
de corte, y fue colocada con una inclinacién de ~ 10°. Los parametros de velocidad de
avance de la navaja y frecuencia de corte fueron 0.045 mms™' y 75 Hz respectivamente, el
grosor de la rebanada obtenido fue de 130um, ya que a este grosor de la rebanada se
preservan grupos o médulos intactos de CC, y gracias a la distancia de trabajo del objetivo
utilizado en el microscopio (0.35 mm), podemos observar células cargadas y bien
preservadas en ~70 um de profundidad. Las rebanadas obtenidas se colocaron en solucion
estandar descrita anteriormente y fueron mantenidas en este ambiente antes de ser cargadas

2+
con el marcador fluorescente de Ca™".

Fig. 6.1 Microtomo de navaja vibrante (VT 1000 SO, Leica Microsystems©, Wetzlar,
Germany, se muestran sus principales componentes)

6.1.1 Cargado de las rebanadas con el marcador de Ca™
Las rebanadas de médula adrenal seleccionadas para registro, fueron montadas
sobre cubreobjetos de vidrio previamente tratados con 0.1% de poli-L-lisina (hidrobromuro

de poli-L-lisina; Sigma-Aldrich, Steinhem, Alemania), 50ul de esta dilucion fueron



colocados en cada vidrio y secados por evaporacion al menos 24 hrs antes de colocar las
rebanadas sobre ellos. La Poli-L-lisina permite que las rebanadas se mantengan sujetas al
vidrio durante los registros. Los cubreobjetos con las rebanadas, se colocaron dentro de
pequetios pozos de plastico llenos con 0.5mL de solucion estandar.

Para reconocer las variaciones en la [Ca®']; se utilizo Fluo-4 AM (Fluo-4
Acetoxymethyl, Invitrogen Corp. Nueva York EUA), fluoréforo de alta afinidad por el
Ca®'; el cual se activa después de permear la membrana celular gracias a su propiedad AM
(acetatos ésteres) que modifica por acidos carboxilicos, activandolo en el interior celular. El
Fluo-4 AM fue previamente diluido con DMSO al 20% (dimetilsulfoxido, Sigma-Aldrich,
Steinhem, Alemania) y adicionado con 10 pl de Acido plurénico (de baja absorbancia para
UV. Poloxamer 407 -genérico-, Invitrogen Corp, Nueva York EUA) 0.2% como agente
surfactante. Facilitando la permeabilidad aplicando calor al ser colocadas en incubadora a
una temperatura de 36.5°C por 30 min con atmdsfera similar en composicion de aire y COs.
Las rebanadas fueron lavadas con solucion estdndar y mantenidas a temperatura ambiente

por lo menos 30 min antes de su registro en el microscopio.

6.2  Registro de la actividad de Ca*";

6.2.1 Adquisicion de imagenes

Las rebanadas a registrarse, se colocaron en forma invertida sobre una canaleta de
cristal en el fondo de una cadmara Plexiglas que permite el flujo constante de solucion
fisiologica (2ml/min) por medio de un sistema de perfusion por gravedad, dicha canaleta
estuvo montada sobre un microscopio invertido (Nikon Eclipse TE 200 Melville, NY) en el
cual se utilizd6 un objetivo de inmersion en aceite Plan Fluo Nikon, con las siguientes

caracteristicas: magnificacion 20X, apertura numérica (AN) de 0.75, correccion /- y



distancia de trabajo de 0.35 mm. El fluo-4 AM fue excitado a una longitud de onda de 488
nm con una luz monocromatica de laser de argén (Laser Physics Reliant 100s-400 West
Jordan, UT) acoplado a un cabezal de escaneo confocal por disco giratorio (Yokogawa
Electric Corp. Tokyo, JAP). La luz de excitacion fue filtrada a 488 nm a través de un espejo
dicroico y la fluorescencia de emision también se filtrd antes de su incidencia sobre el lente
de una camara digital (PixelFly QE cookecorp.com 270 XS 6848), la cual est4 sincronizada
y controlada con la fuente de iluminacion por medio del paquete computacional de
adquisicion de imagenes Imaging Workbench (version 6.0.19 Copyright © 2002 — 2006

INDEC BioSystems, Inc. Santa Clara CA, USA) (figura 6.2).

Figura 6.2. Sistema de microscopia confocal de disco giratorio (modificado de imagen realizada por

Hernandez-Cruz A 2007. Instituto de Fisiologia Celular. UNAM.)



El protocolo para la adquisicion de imagenes por este sistema, consistio en la toma
de microfotografias del plano central de la rebanada con un tiempo de
excitacion/adquisicion de 30 ms a una frecuencia de 5 Hz durante 90s, con la intencion de
crear peliculas (secuencia de iméagenes) sobre la actividad de diferentes células en el mismo
plano. A la profundidad de visualizacion permitida por la distancia de trabajo del objetivo
(~70 um), encontramos una capa de células sanas, donde la eliminacion de fluorescencia
fuera de foco por el sistema de microscopia/iluminacion confocal, nos permitié reconocer
la actividad de una sola capa de células.

6.2.2 Microscopia confocal

Los estudios mediante microscopia confocal se desarrollaron desde los afios
cincuenta por Marvin Minski. Esta técnica fue reconocida en un principio como
microscopio de barrido por etapas de doble enfoque. Esta técnica permite observar capas
sucesivas de una muestra sin tener que rebanar el espécimen en finos cortes. La diferencia
entre el microscopio Optico comun y un sistema confocal, es que cuando en el microscopio
optico el objetivo enfoca luz tomada de planos situados por debajo de un tejido, la imagen
se torna incomprensible. En el microscopio confocal se puede recoger luz reflejada del
plano de interés y solo desde él, ya que evita la dispersién de luz proveniente fuera del
plano enfocado; esto se logra al pasar la iluminacién a través de un objetivo que enfoca los
rayos en un haz biconico que puede incidir un punto de luz nitido e intenso sobre una
porcion minima de la muestra a la profundidad deseada (Lichtman 1994; White et al. 1987).
El sistema confocal reduce la interferencia de estructuras fuera de foco y pueden realizarse
entonces, excelentes imagenes de epifluorescencia. El punto de iluminacion es obtenido a
partir de un rayo laser enfocado y observado con un sistema optico restringido donde sélo

las senales de este punto son detectadas. Una imagen del espécimen completo es construida



a partir de un barrido. Esto difiere del microscopio convencional donde el flujo de luz
excitatoria es uniforma sobre el espécimen (White et al. 1987).

La cantidad de fluorescencia emitida depende de distintos factores: la concentracion
del colorante, la fuente de iluminacion, el aumento y la apertura numérica del objetivo, la
sensibilidad de la cdmara; y obviamente, la [Ca®']i. Por lo anterior, dichas variables fueron
controladas y estandarizadas en cada experimento a fin de reconocer unicamente los
cambios en la fluorescencia (AF) como una medida indirecta de la [Ca®'];. Las peliculas en
bruto, fueron transformadas a “peliculas AF”: AF = F(i)-F0, donde FO es una imagen de
fluorescencia obtenida a partir del promedio de las primeras 5 iméagenes del registro y F(i)
representa cada una de las imagenes obtenidas. En este estudio no se realizaron calculos
para conocer con precision la [Ca*"]; por lo que se manejan unidades arbitrarias (u.a.) para

. . .. 2+
identificar las variaciones en la [Ca™ |;..

6.3  Analisis de la actividad de Ca**;

Las secuencias de imagenes obtenidas fueron manipuladas mediante el programa de
computo libre ImageJ (version 1.41, National Institutes of Health, EUA). Donde para poder
identificar a las células con variaciones en la [Ca*"]; espontaneas o inducidas (células con
actividad), se obtuvo el negativo de una imagen en escala de grises, generada por el calculo
de la desviacion estandar de la secuencia de imagenes. Este algoritmo esta contenido dentro
de las herramientas de dicho programa, y permite calcular la desviacion estandar en base a
las variaciones en la intensidad de fluorescencia en un area determinada o region de interés
(ROI -regidén of interest-). La imagen generada muestra puntos oscuros que corresponden a
regiones con mayor diferencia en la variacion de su fluorescencia. Los puntos con mayor

variacion pueden hacer evidentes a las células con mayor actividad. Posteriormente, las



células identificadas fueron marcadas por la herramienta de seleccion ,Elliptical’ de los
macros de ImagelJ, que reconoce y almacena las coordenadas de las areas marcadas.

Estas ROI pueden leerse en la secuencia de imagen y reconocer el valor de
intensidad de fluorescencia reconocida como el valor dentro de una escala de grises en la
secuencia de imagenes y asi como poder registrar dichos valores para cada ROI en cada
imagen adquirida. Las ROI fueron numeradas correspondiendo a una célula o un area

dentro de la célula (Fig. 6.3).

Figura 6.3) Identificacion de las células con altas variaciones en la fluorescencia emitida, obtenidas en base a
la desviacion estandar de la secuencia de imagenes. Se muestra la numeracion de las células en un registro

control.

Para ilustrar la actividad de todas las areas de interés o células por registro,
se realizaron mapas de la actividad general en el campo registrado mediante el uso de las

macros contenidas en el programa Igor Pro 5.0.1 (Wavemetrics Inc, Oregon EUA).



Dichas macros fueron escritas por el Dr. Leon Islas del Instituto de Fisiologia
Celular, UNAM. Las ordenadas representan el numero total de células o areas, las abscisas
representan el tiempo y el valor de AF es representado por un codigo de color (u. a.) (figura

6.4).

Figura 6.4 Mapa general de la actividad celular en todos los elementos de un registro control. La escala de
color representa el aumento de la fluorescencia (u.a. unidades arbitrarias),en el eje X se muestra el tiempo en
segundos y en el eje Y se representa cada célula. La microfotografia muestra a las células que corresponden al

recuadro en el mapa de la actividad celular.



Los trazos individuales, de células responsivas, fueron las que su sefial de
fluorescencia se incrementd por mas de dos veces la desviacion estandar del ruido en
reposo. Los datos se graficaron con Origin 6.0 (Microcal Northampton MA, EUA), la
composicion final de imagenes y su representacion fue hecha en Microsoft® PowerPoint

2007 EUA.

Figura 6.5 Mapa de la actividad celular. Se muestra en detalle la grafica de una célula con actividad

I3 . ~ 2
espontanea y la correspondencia de cada sefial de Ca®" en el mapa general.

6.4  Analisis estadistico

Los resultados se expresan como promedios + error estandar. Por lo que se calculd
el promedio tanto del nimero de eventos de cada registro.

Las diferencias estadisticas entre los promedios de dos grupos de experimentos
fueron evaluadas por la prueba Wilcoxon y andlisis de varianza (ANOVA). Un valor de p

igual o menor a 0.05 fue tomado como el limite de significancia.



7. RESULTADOS

Observamos que en el plano de corte, las CC de raton de la médula adrenal se
localizan en cumulos o complejos (modulos) de entre 7 y 12 células, y que corresponde a lo
descrito en trabajos previos sobre el arreglo grupal de las CC en el tejido in situ (Kajiwara
et al. 1997). Se ha descrito que las CC de la médula adrenal se localizan en complejos
denominados por varios autores (Barbara et al. 1998; Garcia et al. 2006; Kajiwara et al.
1997; Moro et al. 1991; Murakami et al. 1989; Parker et al. 1993) como ‘moddulos’, los
cuales contienen alrededor de 100 células.. El tamafio de las CC medulares es de entre 10 y

15 um, y el diametro de los modulos de ~ 70 um (Figura 7.1).

Figura 7.1. Imagen que muestra el tamafio de las células y la proporcion de estas en los modulos conservados

en el tejido in situ asi como su distribucion en la médula adrenal.



La actividad de las CC en cada registro se resume en mapas de la actividad celular
en todo un plano, lo cual fue realizado con el programa Igor Pro 5.0.1 (Wavemetrics Inc,
Oregon EUA); tal y como se describié en la seccion de metodologia (figuras 6.4 y 6.5).
Estos mapas, nos permitieron observar a groso modo la relacién temporal entre células
contiguas pertenecientes a un mismo moédulo, por ejemplo, y evaluar su actividad en forma
colectiva.

En los diferentes registros, observamos cantidades distintas de células (N) esto
radica en la forma “piramidal” de la glandula y la porcion medular sobre la que se realizo el
corte (figura.1.1), asi como el niimero de células con actividad espontdnea. El nimero de
células registradas en cada experimento varia y los totales fueron normalizados
equiparando el total de células en cada registro a un 100%.

Encontramos diferentes tipos de sefiales en las células con actividad espontanea. La
frecuencia y velocidad del incremento en la AF; es diferente para cada célula, estos
parametros fueron considerados para el reconocimiento de patrones en la actividad de las
CC. Pudimos reconocer 6 principales patrones: (1) A lento de baja frecuencia (>1 s en el A
de la senal, < 3 eventos/min), (2) A lento de alta frecuencia (< 1 s en el A de la sefial, >3
eventos/min), (3) eventos multiples (traslapados), (4) A rapido de baja frecuencia (<1s en el
A de la sefial, <3 eventos/min), (5) A répido de alta frecuencia (<Is en el A de la sefial, >3
eventos/min) y (6) A rapido (<lIs) sostenido (A maximo por mas de 5s). De estos tipos de
sefal, dos son descartados ya que en el primero, la sefial es demasiado confusa y puede
interpretarse como ruido basal (tipo 3) y el otro, el incremento en la A F es sostenido por
varios segundos (tipo 6) lo que puede sugerir que la célula increment6 el Ca*" como

resultado de una deficiente condicion o incluso en proceso de apoptosis (figuras 7.2 y 7.3).
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Figura 7.2. Ejemplos de los principales patrones en el A de la [Ca®']; en CC. 1) A lento poco frecuente, 2) A

lento de mayor frecuencia, 3) eventos multiples, 4) A rapido poco frecuente, 5) A rapido de mayor frecuencia
y 6) A rapido y sostenido (ver detalles de cada patron) * Las sefiales reconocidas como 3 y 6 fueron

descartadas ya que la actividad de estas células refleja un estado comprometido de la célula.

Los porcentajes de estas sefales en cada célula se muestran en la figura 7.3. Las
células con incremento lento fueron también descartadas para reconocer los posibles
transitorios de Ca®’. Las sefiales aisladas y con incremento rapido, permiten reconocer
eventos individuales y la evaluacion de los eventos transitorios entre las regiones de las
células. Por lo que para evaluar los posibles transitorios de Ca® en las regiones externa e
interna de la célula, unicamente fueron consideradas las sefiales aisladas con incremento

rapido (tipo 4 y tipo 5).



Estas proporciones se presentan como promedio de los registros control £ error
estandar. Las células presentan generalmente mds de un tipo de senal, reflejando los

patrones complejos involucrados en su actividad.
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Figura 7.3. Porcentaje de los distintos tipos de sefial de Ca®" reconocidas en los registros control. A)
Porcentaje de los 6 tipos principales de sefial, B) porcentaje de células con incremento rapido y aislado vs

incrementos lentos en la AF (L=sefal lenta, R=sefal rapida)

Las diferentes sefales reconocidas bajo estos criterios se presentaron en
proporciones distintas en cada registro e incluso una misma célula puede presentar mas de
un patrén. Por lo anterior, los porcentajes mostrados representan solo el tipo de actividad
predominante en cada célula. Los porcentajes de células en registro control con incremento
en la [Ca®]; lento, fue de 75.28%; mientras el porcentaje de sefiales rapidas y aisladas fue

de 24.72% + 0.71 (error std.) (figura 7.3).



La relacion de células espontaneamente activas respecto a las inactivas, puede
verificarse con la aplicacion de altas [K']., alrededor de 150 mM, lo cual sirve para
despolarizar por completo las membranas celulares e inducir el aumento en la [Ca®];. Sin
embargo, se realizaron experimentos donde se incrementé la concentracion de K en la
solucion de perfusion, con el objeto de reclutar células que no presentaron actividad
espontanea, o en las cuales esta era despreciable. Se modificé la concentracion de K™ de la
solucion estandar de 2 mM a 10 mM y se obtuvo la proporcion de células reclutadas a esta
concentracion en relacion al total de células con actividad espontinea las cuales
corresponden al 100%. Interesantemente observamos que un porcentaje de las células que
presentaron actividad espontanea, disminuyeron su actividad después del incremento en la

[Ca® ;. El 63.33 + 13.21 (error estandar) %
de las células con actividad espontinea
aumentd su actividad, y el 41.21 £ 1.67 %

disminuyo6 su actividad.

Figura 7.4. Células con actividad espontanea y
porcentaje de células reclutadas por el incremento en la
[Ca®']; de 2mM a 10 mM, se muestra el porcentaje de
células que presentaron actividad espontanea y que
disminuyeron su actividad con el incremento en la

[Ca®™].. Porcentajes + error estandar.

La limitante temporal en la adquisicion de imagenes nos permite reconocer eventos

de duracion en el orden de centésimas de segundo por lo que podemos observar sefiales de



Ca®’, las cuales se han identificado como cambios relativamente lentos (Fenwick et al.
1982). Estos eventos de A sostenido o transitorio son posibles de visualizar mediante este
sistema, y no asi sefiales mas rapidas como los PA, que se encuentran en el rango de unos
cuantos milisegundos. La clasificacion de estas sefales, permitié reconocer sefiales aisladas
(no traslapadas temporalmente), con la finalidad de evaluar uno de los puntos de nuestra
hipétesis central, los eventos transitorios de Ca>" en distintas regiones de las células. Por lo
anterior, para el analisis de las fluctuaciones transitorias en la [Ca®"]; fueron consideradas
solo las senales aisladas. Las sefiales de aumento lento pueden ser cimulo de varias sefiales

secuenciales o traslapadas, lo cual podria dificultar la evaluacion de una sola sefial.
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Figura 7.5 A) Ejemplo de la sefial de Ca®"; en bruto, y B) derivada (AF/AT) de dicha sefial de Ca®" ; en un

registro control. La flecha indica el momento en que se alcanza el punto medio del A maximo, el cual

corresponde con el punto maximo en la derivada de dicha sefial sobre el tiempo (velocidad méaxima en el A).
* Los valores del A de la [Ca®']; mostrados solamente reflejan un aumento en la fluorescencia y no la [Ca*'];

real por lo que las unidades se indican como uv.a. (unidades arbitrarias).



Para reconocer el momento preciso en que se presentd cada A en la [Ca*'];, se
obtuvo la derivada de las sefiales a partir de los valores en bruto de los A en la
fluorescencia. Este punto corresponde al de mayor incremento significativo A en la [Ca®'];,
de cada sefial en bruto. La derivada representa un momento de mayor velocidad en la AF
(variacion de fluorescencia) sobre el momento (At); derivada de la fluorescencia sobre el
tiempo (AF/At).

Al analizar regiones externas e internas de CC con actividad espontidnea se
encontraron eventos de Ca”" transitorios en células que presentaron sefiales individuales. El
incremento en la [Ca”]i en las regiones externas puede deberse a la actividad de los canales
de Ca’" de la membrana plasmatica, y en las regiones internas posiblemente debido al
incremento en la [Ca*"]i proveniente de diversos reservorios intracelulares como las

mitocondrias, el reticulo endoplasmico, o el nicleo

140000° 141y’ I ' I

; 105010 —
1250 o’ — NTERVA
a ,
3 \ 700510 A
< 7080 2010’
2
: ,
150810
i ]
o 3500 W
0
3
i
P )
1] .
2010
KT
500’

& § R § 5 5 el v v & W & » |5 a1 B 2

Is) (g t)

Figura 7.6. Reconocimiento de eventos transitorios en la [Ca®']; en distintas regiones de la célula.
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Figura 7.7. (A) Imagenes secuenciales que muestra el desfase en el incremento en el Ca”" citosélico, el cual se
inicia en el exterior de la célula y posteriormente el incremento en el Ca”" se presenta en el centro de la
célula., (B) grafica que ilustra la diferencia temporal de las dos sefiales de Ca”". *Los colores de la imagen son
irreales y representan una escala en el aumento de la intensidad de la fluorescencia. **Las sefiales fueron
reconocidas al evaluar la derivada de la sefial en bruto, la derivada indica el momento de maxima velocidad

en el incremento de la sefial por lo que el valor de ,x’ es irrelevante.



Una de las hipotesis de este trabajo es el reconocimiento de oscilaciones transitorias

en regiones distintas de la célula y de las diferencias temporales en el inicio de la actividad

en dichas regiones.

Las senales transitorias que se observaron evidencian el inicio

desfasado en la region externa de la célula respecto a la region mas interna. Identificamos

sefales desfasadas en 200, 400 y 600 ms entre una region y otra. Encontramos sefiales

sincronicas ademas dentro del registro de una misma célula. La activacion desfasada se

presentd en menores ocasiones, siendo mas propenso el inicio en el exterior de la célula y

hacia el interior.

Figura 7.6. Porcentajes del inicio de las sefiales por

region donde se presenta el aumento en la [Ca®';

inicial. (S) sefiales sincronizadas, (E) de inicio en la
region externa, (I) de inicio en la regién interna. Los

valores representan promedios + error estandar.

Mostramos los porcentajes de los
eventos transitorios y los porcentajes de la
region donde se inicia el evento transitorio de
cada sefial, estos porcentajes, fueron obtenidos
a partir de 95 células en tres distintos
experimentos. Se muestran los porcentajes de
dichos experimentos los cuales fueron 50.65 +

0.26 (error estandar) con inicio sincrénico,

33.15 + 1.26 con inicio en la regioén externa y 16.20 + 0.30 con inicio en la region interna.

Estos porcentajes se muestran en la figura 7.6.



El aumento en la [Ca2+]i

de las células en mddulos no siempre es sincronico y la
respuesta colectiva o modular de las células cromafines parece responder al tipo de
estimulo a que estdn sometidas, la inervacion de fibras posganglionares a una o varias
células iniciadoras o lideres dentro de un modulo puede ser determinante, asi como la
comunicacion paracrina entre las células de un mismo modulo y la difusion de calcio como
parte de la respuesta celular colectiva de las CC.

Observamos células que se activan casi simultdneamente o con un retardo de tiempo
menor al tiempo de adquisicion de la imagen o dentro del intervalo entre una imagen y otra
y células que se activan con un retardo mayor, sincronico pero con un retardo de magnitud
del orden de segundos.

La actividad eléctrica espontanea fue frecuentemente observada en presencia de
tetrodotoxina (TTX). Se ha observado que la aplicacion de bloqueadores de los canales de
K" como el tetraetilamonio (TEA) y Bario (Ba®") en gran medida incrementan la amplitud
de los potenciales de accion. El simple aumento en la concentracién de K aumenta la
actividad de las CC, como observamos en este estudio.

Las células siguen teniendo actividad en el incremento del Ca*" citosélico al
eliminar el Ca®" extracelular, aunque se nota una disminucion en la actividad general de las

células.



8. DISCUSION

8.1 Las células cromafines de la médula adrenal in Situ presentan aumentos
transitorios de Ca** localizados.

El registro de la actividad de Ca®"; por medio de esta técnica permite inferir varios
de los mecanismos implicados en la respuesta grupal o colectiva de las CC; asi como las
variaciones en diversas regiones intracelulares individuales. Es evidente que el papel de los
canales en la membrana comprende tanto mecanismos independiente como conjugados con
la actividad de los reservorios intracelulares de Ca®" quienes también controlan el
incremento de este ion. Los aumentos de Ca®" en las CC son espontaneos ¢ inducidos
(Nassar-Gentina et al. 1988), lo cual concuerda con lo observado en el presente estudio.

Ha estado en discusion la posible distribucion de los diferentes tipos de canales de
Ca”" en la superficie de la membrana (Garcia et al. 2006). En este trabajo encontramos que
existen diferencias temporales en el inicio del incremento en la [Ca®'];, esta variacion
significativa no es visible sin embargo, en el total de las sefiales de Ca®" tanto en regiones
submembranales hacia el exterior de los modulos de CC medulares, en comparacion con la
region central o mas interna de la misma célula.

En este trabajo observamos que el aumento en la [Ca®]; se presenta transitoriamente
en las regiones cercanas a la membrana plasmatica y en las regiones intracelulares, en
distintas proporciones, ademas de una activacion sincronica en estas regiones, esto puede
deberse a la activacion de mAChr. Se ha mostrado que los agonistas muscarinicos
estimulan la formacion de DAG e IP; de los fosfoinositidos a través de la activacion de la
PLC. La cual ocurre independientemente del Ca*" externo contrario a lo que sucede con la
estimulacion nicotinica o por K' extracelular elevado, el cual parece que requiere del

influjo de Ca*" y de un incremento en la [Ca*']; (Olivos y Artalejo, 2008). Esto se ve
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reflejado en gran medida mediante la eliminacion del Ca” extracelular, donde observamos

que la activacion se limita en gran parte a la accion solo de los reservorios intracelulares.

8.2 Participacion de los canales de Na* en las oscilaciones de Ca**

Las sinapsis nicotinicas han sido observadas en rebanadas de la médula adrenal, por
técnicas con alta resolucion temporal, como lo puede ser la modalidad de célula completa
por medio del pinzamiento de membrana. Pueden detectarse corrientes postsinapticas
excitatorias (EPSC), por ejemplo, Barbara y Takeda (1996) mostraron que estas se
presentan en el orden de unos cuantos milisegundos, lo cual es demasiado rapido para
poder observarlas mediante la técnica que hemos utilizado, la cual nos permite observar
fendomenos s6lo en el orden de unas cuantas decenas de milisegundos.

Se ha observado que existe una inhibicidon parcial en la liberacién de catecolaminas
al aplicar el bloqueador de los canales de Na" TTX (Biales et al. 1976; Fenwick et al.
1982%; Nassar-Gentina et al. 1988), esto es debido a que existe la participacion de canales
de Ca*" dependientes de voltaje, los cuales se activan solo después de despolarizaciones,
los cuales contribuyen en medida al incremento en la [Ca*']i. Sin embargo el cambio
imperceptible en este tipo de actividad, mediante la técnica utilizada en este estudio puede
omitir este tipo de sefales que son mucho mas rapidas y superan la resolucion temporal de
nuestro sistema. Se ha visto que los EPSC pueden ser insensibles a TTX y dependientes de
Ca”" ocurriendo en cumulos tipo disparo (Barbara y Takeda, 1996). Estos disparos son
evidentes en el presente estudio y se mostré que son independientes del Na’. Lo que puede
obedecer a la expresion de canales de bajo umbral que pueden activarse cas

,espontaneamente’ bajo discretas variaciones en el potencial de membrana.



8.3 Activacion secuencial y conjunta en médulos cromafines

Las CC cuentan con diversos mecanismos para distintas respuestas bajo estimulos
especificos diferentes, las cuales pueden ser colectivas o individuales. Ya que la respuesta
adrenérgica debe ser eficiente, suficiente y precisa. Martin et al. (2003), sugieren que
existen interacciones de larga duracion las cuales pueden ocurrir por medio de dos formas
de senalizacion intercelular, la transmision sinaptica colinérgica y el acople mediado por
uniones comunicantes en la médula adrenal.

Observamos una activacion diferencial en las células pertenecientes a un mismo
moddulo o cimulo de células cromafines. Estos modulos han sido descritos en numerosos
trabajos ya que se cree que la activacion colectiva de las CC medulares ocurre bajo
determinados estimulos y en consecuencia se genera una respuesta sumable. La
participacion diferencial de las CC en el mismo modulo puede estar reflejando su
organizacion estructural y funcional dentro de la médula donde actuan de forma conjunta
bajo diferentes demandas homeostaticas. Kajiwara et al. (1997) mostraron que en CC
medulares de rata in situ existen camulos o complejos rodeados por tejido conectivo difuso
de un diametro aproximado de 80 pum, En nuestro estudio en CC de raton observamos
complejos de 7 a 12 células de aproximadamente 70 um.

Existen diversos procesos que modulan la respuesta en las CC, por ejemplo, la
exposicion aguda, cronica o repetida en los organismos al estrés incrementa la sintesis de
catecolaminas en el sistema simpatoadrenal. Este incremento es debido principalmente a
una regulacion a la alta de las actividades de enzimas biosintéticas (Nankova y Sabban
1999). Las repuestas a estrés se modulan por la inervacion de las CC medulares, pero
también por la presencia de distintos elementos como la variedad de canales de Ca*" que se

conoce en la actualidad. Una variedad de factores estresantes incrementan la abundancia



relativa de la mRNA de TH, DBH y PNMT; adrenomedulares. También se incrementan los
niveles de mRNA de proencefalina (PENK) y NPY (Nankova y Sabban 1999).

Los patrones son muy irregulares, lo que se observo en los presentes registros, lo
que puede reflejar el nivel de estrés a que las células estdn sometidas, distinto en gran
medida a las CC que han sido estudiadas en cultivo y en las cuales es evidente la expresion
de caracteristicas disimiles en su contraparte con las CC en el tejido in situ.

Al requerirse una respuesta masiva de las cromafines estas pueden presentar una
actividad colectiva y sincronica mediante grupos de células o mddulos, este mecanismo
podria estar activado por la innervacion de fibras posganglionares a una o varias células
iniciadoras o lideres dentro de un médulo, posteriormente la comunicacion paracrina y muy
posiblemente mediante uniones comunicantes entre las células de un modulo la senial de
Ca2+ podria ser difundida al resto de las células, generando una respuesta celular colectiva.
Por otra parte, se observd un tipo de actividad que podria ser similar a la existente en
células “marcapaso”. Estas cé€lulas pudieran activar a otras células dentro del mismo
modulo, las células dentro del modulo pueden tener o no una activacidon sincronica con
otras células, aunque generalmente no muestran respuestas colectivas, sino frecuentes y
constantes. Este tipo de actividad pudiera ser posible por la participaciéon de canales de
calcio tipo T, da bajo umbral de activacion y que se expresan también en diversas células
de diferentes tejidos. Las sefiales de calcio intracelular se inician tanto en alguna region
cercana a la membrana celular como por la salida de iones de los reservorios intracelulares,
esta informacion aporta evidencia de la generacion de los llamados microdominios de
calcio (MDCa2+). Observamos que existe un incremento secuencial en la [Ca2+]i en
regiones cercanas a las caras externas de la célula con respecto al las demas células del

grupo o modulo, y posteriormente a la regidon opuesta, o viceversa, sugiriendo



implicaciones fisioldgicas derivadas del arreglo y disposicion espacial. Sin embargo, el
arreglo modular de las células no siempre es sincronico, sugiriendo que la respuesta global,
colectiva o modular de las CC es el resultado del tipo de estimulo a que estén sometidas.
Este tipo de actividad persistente podria permitir una eficiente respuesta rapida y
colectiva en comparacién con la secrecion inducida por el acople del agonista a los
receptores de la membrana la cual seria, en principio, un poco mas lenta. Observamos una
estrecha relacion entre células de un gran numero de mddulos permitiendo una eficiente

respuesta conjunta, por ejemplo en respuesta a situaciones de estrés agudo.

8.4 Inactivacion y mecanismos de retroalimentacion

La médula adrenal contribuye con respuestas neuroendocrinas, a la estimulacion
eléctrica de la terminal periférica del nervio esplacnico, liberando en mayor medida:
encefalinas, modestamente al péptido vaso intestinal (VIP), y en menor proporciéon al
neuropéptido Y (NPY) y al péptido gastro-liberado (GRP). Estas diferencias se deben a un
fuerte aumento de la inactivacion y la eliminacion del NPY adrenal en respuesta a la
hipoglicemia (Edwards y Jones 1993). La liberacion de este tipo de péptidos y encefalinas
co-liberadas con las catecolaminas esta relacionada con un sistema de retro-alimentacion
negativa, por lo que ciertas respuestas a la estimulacion de algunas vias nerviosas
autobnomas estan sustancialmente potenciadas por un estimulo de alta frecuencia, mientras
otras ni siquiera se ven afectadas (Bloom et al, 1988; Edwards y Jones 1993).

Ademas del estimulo por el nervio esplacnico, las CC activan diferentes vias de
activacion que tiene que ser reguladas para evitar un colapso del organismo por la respuesta
adrenérgica agresiva, por lo que los mecanismos de ,,apagado’ de estas sefales deben estar

finamente regulados. Mediante este tipo de estudios es posible visualizar la relacion



intercelular y la participacion de mecanismos de modulacion paracrina, la cual es eliminada
casi por completo en los estudios en CC en cultivo.

Las CC constan de numerosas conexiones nerviosas aferentes y eferentes, dentro de
las que se incluyen inervaciones sensoriales simpdticas y parasimpaticas; ademds de
neuronas ganglionares adrenales y sus axones ascendentes (Diaz-Flores et al. 2008). Por lo
que el tejido medular estd influenciado por distintos participes en la activacion de las CC
como lo puede ser la presencia de botones sindpticos que continlian teniendo una ligera

secrecion de ACh..Por lo que esto debe ser tomado en consideracion.

8.5 Registro de la actividad de calcio in situ por fluorescencia

Se han realizado estudios sobre la movilizacién del Ca®"; por fluorescencia, para
dilucidar diversos mecanismos, como lo muestran estudios en ratas y ratones (Martin et al.
2001; Yamagami et al. 2002, respectivamente). La resolucion temporal de nuestro sistema
de adquisicion de imagenes es una de las limitantes ya que pueden presentarse seiales muy
rapidas del aumento de Ca’’; que pueden pasarse por alto al no estar dentro de los
intervalos de adquisicion de la sefial. Puede ademas presentarse un problema en el analisis
de las sefiales, debido a la cinética de las mismas, ya que diferentes patrones en las células
pueden presentarse en el momento de la aplicacion de los distintos tratamientos. En algunas
células se presenta mas de un patron de oscilacion lo cual pudo representar un problema de
apreciacion.

La frecuencia y velocidad de los eventos es muy variable en cada célula, estos
parametros fueron considerados para el reconocimiento de los diferentes patrones de
actividad en los registros. Sin embargo mucha de la informacién puede ser limita al solo

poder observar a través de pequeias ventanas temporales. Por lo anterior es necesario



perfeccionar la técnica de adquisicion, donde algunos parametros como la sensibilidad de la
camara utilizada, el paquete computacional para la adquisicion de las iméagenes, ya que un
equipo de adquisicion de imagenes mdas rapido permite percibir breves cambios en la
concentracion del calcio intracelular que podrian mostrar potenciales de accidon breves o
algin otro tipo de actividad que no sea captada en el lapso entre la adquisicion de una
imagen y otra, a pesar de esto, pudimos evaluar algunos aspectos importantes de las CC en
el tejido, ya que las sefiales de calcio son generalmente lentas en el orden de milisegundos e
incluso segundos. El escaneo confocal también puede mejorar la resolucion temporal,
permitiéndonos ver eventos que suceden en escalas temporales mas rapidas.

Ademaés de estos factores, no debemos dejar de lado la resolucidon oOptica que
permite discernir entre los elementos presentes en el tejido. En referencia a la resolucion
oOptica, la proximidad de las células y los camulos de estas, podrian derivar en una erronea
apreciacion visual, confundiendo regiones de interés de una célula con alguna de su
vecindad y obtener registros erréneos de su actividad, al delimitarla de forma equivocada.
Sin embargo, esto puede ser resuelto en gran medida con la utilizacion de un sistema de
microscopia confocal, el cual permite observar unicamente el plano focal de interés y
disminuir la contaminacion visual por imagenes carentes de nitidez fuera de foco, a fin de

poder resolver entre células de contacto muy estrecho



8. CONCLUSION

Las células cromafines de la médula adrenal presentan actividad espontanea y
responden a diversos estimulos, con una respuesta en el incremento en el Ca*" citosolico
diferencialmente, promoviendo la activacion de distintos procesos intracelulares.

Los patrones en las oscilaciones de Ca”" citosolico clasificados por la cinética de su
sefial, reflejan mecanismos de activacion diferencial entre canales de la membrana y el
aporte de Cas®" por parte de reservorios intracelulares.

La estimulacion por medio de la elevacion de K™ extracelular muestra que la
activacion se genera en canales de la membrana y posteriormente en el interior celular,
ademas la eliminacion del Ca®" extracelular reflejo la participacion independiente de
reservorios intracelulares en la generacion de las sefiales de Ca”".

Distintas células presentan patrones de oscilaciéon diferencial en la Ca®" en las
regiones expuestas o no a diversos factores de regulacion de la concentracion de Ca*"
intracelular. Esta activacion diferencial se presenta en elementos dentro de un mismo
modulo de células cromafines en la médula adrenal, sugiriendo que algunos de estos
factores pueden ser la inervacion de algunos elementos, y su cercania al exterior del
modulo donde es evidente una participacion regionalizada, muy probablemente debida a
canales de la membrana disgregados en estas regiones.

Estas observaciones permiten formular nuevas interrogantes sobre los mecanismos
implicados en el control estimulo-control y refuerzan las hipdtesis sobre la generacion de
microdominios, como una posible consecuencia del arreglo en la disgregacion y la
disposicion espacial entre otros; de la organela, vesiculas y una amplia variedad de tipos de
canales 16nicos. Los cuales estan presentan en las CC de la médula adrenal en condiciones

fisiologicas.
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