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ABSTRACT

Postnatal sympathetic neurons (SNs) and chromaffin cells (CCs) derive from
neural crest precursors. CCs can differentiate in vitro into SN-like cells after
nerve growth factor (NGF) exposure. This study examines changes of
intracellular Ca®" homeostasis and dynamics of CCs under conditions that
promote a neuronal phenotype. Spontaneous Ca** fluctuations, a frequent
observation in early cultures of CCs, diminished after > 10 days in vitro in control
cells and ceased in NGF-treated ones. At the same time, Ca** rises resulting
from entry upon membrane depolarization, gradually increased both their size
and peak d[Ca?']/dt, resembling those recorded in SNs. Concomitantly, caffeine-
induced Ca®" rises, resulting from Ca*" release from intracellular stores,
increased their size and their peak d[Ca®*']/dt by > 1000%, and developed
transient and sustained release components, similar to those of SNs. The
transient component, linked to regenerative Ca** release, appeared after > 10
days of NGF treatment, suggesting a delayed steep enhancement of Ca®*-
induced Ca** release (CICR). Immunostaining showed that proteins coded by the
three known isoforms of ryanodine receptors (RyRs) are present in CCs, but that
only RyR2 increased significantly after NGF treatment. Since the transient
release component increased more steeply than RyR2 immunostaining, we
suggest that the development of robust CICR requires both an increased
expression of RyRs and more efficient functional coupling among them. NGF-
induced transdifferentiation of chromaffin cells involves the enhancement of both
voltage-gated Ca®" influx and Ca*" release from intracellular stores. These
modifications are likely to complement the extensive morphological and
functional reorganization required for the replacement of the endocrine

phenotype with the neuronal one.



RESUMEN

Las neuronas simpaticas (NS) y las células cromafines (CCs) tienen su origen en los
mismos precursores de las crestas neurales. Por efecto del factor de crecimiento
nervioso (FCN), las células cromafines pueden diferenciarse en células similares a las
neuronas simpaticas. En el presente trabajo se estudiaron los cambios en la
homeostasis intracelular de Ca** y los cambios en la dindmica de las CCs durante el
proceso de diferenciacion hacia un fenotipo neuronal. Las fluctuaciones espontaneas
de Ca®", disminuyeron después de 10 dias en las células control y en las células
tratadas con el FCN. Al mismo tiempo, los incrementos de Ca** intracelular inducidos
por la depolarizacion de la membrana plasmatica, aumentaron gradualmente tanto en
su amplitud como en su dindmica, reflejando una gran similitud en los observados en
las NS. De manera similar, los incrementos de Ca?* inducidos por la aplicacién de
cafeina, resultado de la liberacién de Ca?* de las pozas intracelulares, aumentaron su
tamano y su velocidad en mas de 1000%, y desarrollaron un patron de liberacion muy
similar al de las NS. El componente transitorio relacionado con la liberacién de Ca*
aparecio después de 10 dias de tratamiento con el FCN, sugiriendo un retraso en el
desarrollo de los elementos que propician la amplificacién de la liberacion de Ca?*
inducida por Ca?*. La inmunohistoquimica de los receptores a rianodina demostré que
las tres isoformas conocidas se expresan en las CCs, pero solamente la isoforma
RyR2 aumenta significativamente después del tratamiento con el FCN. A partir de que
el componente de liberacion transitoria se incrementd mas abruptamente en las
células con mayor expresion de RyR2, se propone que el desarrollo de la liberacién
de Ca®" inducida por Ca** requiere tanto de una mayor expresion de los receptores de
rianodina asi como de un acople funcional mas eficiente entre estos. EI FCN induce la
diferenciacién de las CCs, este proceso involucra un aumento en el influjo de Ca** a
través de los canales de Ca?" dependientes de voltaje asi como de la liberacién de
Ca?* de las pozas intracelulares. Es probable que estas modificaciones sean
complementarias de la reorganizacion morfolégica y funcional que se requieren para

el cambio de un fenotipo endocrino a uno neuronal.
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INTRODUCCION

En la generacion de las células del sistema nervioso de vertebrados, y en su
control fenotipico, uno de los sistemas mas estudiados y entendidos es el del linaje
simpatoadrenal que produce neuronas simpéticas del sistema nervioso autbnomo y
células endocrinas. Este linaje deriva de precursores multipotenciales que se originan
en las crestas neurales, provenientes del tubo neural, y que se diferencian en diversos

tipos celulares.

Las crestas neurales surgen del epitelio neural en la region dorsal del tubo
neural y migran a lo largo del embrién, encontrdndose a todo lo largo del neuroeje
embrional. Las células surgen en la interfase del ectodermo no neuronal y de la region
dorsal de la placa neural, en una regién referida generalmente como el borde de la
placa neural. Para que se pueda llevar a cabo el proceso de induccion en las células de
las crestas neurales se requiere del contacto entre el tejido de las placas neurales y la
superficie del ectodermo. Una vez que surgen estas células viajan por rutas bien
definidas y se acumulan en zonas especificas en donde se diferencian en una gran

variedad de tipos celulares (Anderson, 1997; Vaglia, 1999; Crane, 2006).

Diferentes grupos que han estudiado la generacién de los distintos tipos
celulares coinciden en que aun existe controversia en el origen de dicha variabilidad
guedando dos hipétesis, la primera postula que las células de las crestas neurales son
pluripotentes, con la capacidad de poder dar origen a cualquier tipo celular
independientemente del lugar en que se ubiquen. Mientras que la segunda menciona
gue existen distintos progenitores que van a definir su tipo celular final con base al lugar
en donde se ubiquen y dependiendo de las sefales microambientales que reciban
(Knecht, 2002; Crane 2006). Por ejemplo, en el neuroeje a nivel del tronco los derivados
de las crestas neurales incluyen las neuronas de la cadena de ganglios de la raiz dorsal
y células satélite de los ganglios espinales y autonomos, células de Schwann, células
adrenomedulares y melanocitos (Raible, 2006) mientras que en la porcion cefélica las
crestas neurales contribuyen no sélo con elementos del sistema nervioso periférico y
central, sino también a la mayor parte del mesénquima craneofacial, cuyos derivados
incluyen tejido conectivo, cartilago, hueso y dentina (Lumsden, 1989; Anderson, 1989;
Le Douarin, 2007).



El sistema nervioso simpatico se deriva de dos poblaciones distintas de crestas
neurales, las cuales se originan a distintos niveles del eje y presentan diferencias en la
regulaciébn durante el proceso de diferenciacion neuronal. El primero es el linaje
simpatoentérico que se deriva de las crestas neurales rombencefalicas, de las cuales
surgen el ganglio cervical superior y se hacen contribuciones al sistema nervioso
entérico; y la segunda poblacion es el linaje simpatoadrenal que se origina de la region
del tronco y de este surgen la cadena de ganglios simpéticos y la medula suprarrenal.
Los mecanismos que regulan el arresto y diferenciacion neuronal son probablemente

distintos en estos dos tipos de linajes (Anderson, 1989; Huber, 2006).

Las células de las crestas neurales que se van desarrollar en células
simpatoadrenales (SA), migran ventralmente a partir del apice del tubo neural hacia la
aorta dorsal, pasando principalmente a través de la parte posterior de las somitas.
Durante esta migracion dichas células son expuestas a sefiales que provienen de las
somitas, de la porcion ventral del tubo neural y del notocordio, como son las proteinas
morfogénicas de hueso (BMP, por su siglas en ingles), en particular las BMP-2, BMP-4
y BMP-7 (Huber, 2006). Una vez que arriban a la vecindad de la aorta dorsal, estas
células se agregan y conforman a los ganglios simpéticos primarios (Loring, 1987). Es a
partir de este punto que pueden transformarse en neuronas o células
catecolaminérgicas, siendo las sefiales microambientales que reciben las células
durante su migracion las responsables que determinan si estos precursores llegaran a

convertirse en neuronas simpaticas o en células cromafines (Anderson & Axel, 1986).

Por accion de las BMP en las células SA se inicia la expresién de factores de
transcripcién los cuales van a promover la diferenciacion celular. En particular se
expresan el homologo 1 de achaetescute de mamifero (MASH-1), las proteinas de
homeodominio pareado Phox2a y Phox2B, asi como la Hand2 y GATA 2/3 (Stanke,
2004). En estadios tempranos del desarrollo de las células SA, tanto los precursores de
las células cromafines, asi como los precursores de las neuronas simpaticas van a
requerir de la expresién de MASH-1, pero una vez que van madurando solamente las
células cromafines se tornan dependientes de la expresion de MASH-1 (Huber, 2002).
MASH-1 es el encargado de activar Phox2a, un regulador positivo de las caracteristicas

noradrenérgicas de estas células y es indispensable para la expresion de las enzimas



gue sintetizan la noradrenalina (Hirsch, 1998), sin embargo MASH-1 no es requerido

para que las células SA adquieran en fenotipo neuronal.

El homeodominio Phox2b es expresado en todas las neuronas noradrenérgicas,
centrales y periféricas, asi como en la mayoria de las neuronas que integran los arcos
reflejos autébnomos. En las células SA el Phox2b se expresa de una manera
independiente de MASH-1 (Pattyn, 1999) y va a actuar como un cofactor que mantiene
la expresién de MASH-1, al igual que de Phox2a, el cual por si s6lo puede mantener la

neurogénesis y al mismo tiempo seguir activando a Phox2b.

Con base en una vision clasica del desarrollo de las células simpatoadrenales,
una vez que adquieren caracteristicas de neuronas o de células catecolaminérgicas
conllevan una segunda migracion mas alla de la aorta dorsal, para conformar los
ganglios simpéticos secundarios y los ganglios paravertebrales, permaneciendo en el
primordio del ganglio simpatico donde pierden los marcadores cromafines, y al mismo
tiempo empiezan a adquirir un fenotipo neuronal al iniciar la expresién de marcadores
neuronales como son los neurofilamentos, la proteina SGD10 y la tubulina especifica de
neuronas, entre otros (Cochard, 1984).

En tanto que las células que contindan migrando mas ventral y caudalmente dan
origen al primordio de la glandula suprarrenal y pierden los marcadores neuronales,
iniciando la expresion de enzimas que son requeridas para la sintesis de noradrenalina,
por ejemplo la hidroxilasa de tirosina y la hidroxilasa B de dopamina (Ernsberger, 1995;
Langley, 1999).

Dentro del desarrollo de las células que adoptan un fenotipo neuronal se ha
sugerido que el factor de crecimiento fibroblastico 2 (FGF-2) juega un papel importante
ya que propicia dicho fenotipo, asi como la dependencia de estas células del Factor de
crecimiento nervioso (NGF)(Anderson, 1993). De esta manera, se acepta generalmente
gue la exposicion secuencial al Factor de Crecimiento Fibroblastico (FGF) y al NGF,

durante el desarrollo, induce la diferenciacion en una neurona simpética.

Al inicio de su diferenciacion y migracion las células progenitoras

simpatoadrenales carecen de sensibilidad al NGF ya que no expresan el RNA
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mensajero que codifica para su receptor de alta afinidad (trkA). Este receptor es un
componente esencial de la sefial de transduccién del NGF. Se piensa que otros factores
como el factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF; Green 1987) y la interleucina 6
(Satoh, 1988) favorecen in vivo la expresién de receptores al NGF (Stein, 1988). El
bFGF puede inducir la proliferacién y el crecimiento de neuritas de las células
progenitoras simpatoadrenales in vitro, pero es incapaz de promover su sobrevivencia a
largo plazo. Esto sugiere que el FGF promueve la proliferacion y la diferenciacion inicial
de estas células aumentando la expresion de receptores para el NGF. Posteriormente,
el NGF actuaria como un factor de diferenciacion y sobrevivencia. El efecto del NGF

puede mimetizarse por despolarizaciones membranales.

En las células cromafines in vitro, el factor de crecimiento fibroblastico induce
proliferacion y diferenciacion neuronal inicial (Claude, 1988; Stein, 1988), sin embargo
una vez establecidos estos cambios tempranos, este factor es incapaz de mantener la

sobrevivencia, como lo hace el NGF (Stemple, 1988).

Durante décadas se ha adoptado la idea de que los microambientes locales son
los que determinan el destino final de estas células (Anderson & Axel, 1986). Con base
en estudios in vivo e in vitro, se ha descrito que las células SA cuando son expuestas a
altas dosis de glucocorticoides, los cuales son producidos por la corteza suprarrenal, se
diferencian en células cromafines. Los glucocorticoides promueven dos pasos
importantes en el proceso de diferenciacion celular: 1) la supresion de los marcadores
neuronales y 2) la induccion de la enzima responsable de la sintesis de la adrenalina, la

feniletanolamina N-metiltransferasa (PNMT) (Unsicker, 1978; Doupe, 1985).

En 1985 Doupe demostré que las células cromafines in vitro expuestas al NGF
por varios dias se transformaban en células morfolégica y antigénicamente
indistinguibles de verdaderas neuronas simpaticas (Doupe, 1985; Unsicker, 1978). Este
proceso constituye un ejemplo de transdiferenciacion, fendmeno en el cual ocurre un
cambio fenotipico por cambios en la programacion genética de las células, sin que para
ello sea necesaria la sintesis de DNA o divisidon celular. Las transformaciones que se
llevan a cabo durante la transdiferenciacion celular pueden en algunos casos ser en
forma estable o irreversible, en ocasiones desaparecen totalmente las caracteristicas de

las células originales, sin que por ello se considere a las células resultantes como
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anormales (Okabe, 1991). En el caso de las células cromafines, el NGF induce
primeramente division celular y posteriormente la formacion de neuritas (Lillien, 1985).
Estos efectos se clasifican dentro de los efectos tempranos y tardios, respectivamente
de este factor. La conversién al fenotipo neuronal es inducida por genes especificos de
neuronas y la sintesis de novo de proteinas (Anderson, 1986). Los efectos del NGF
sobre las células cromafines pueden manifestarse incluso en células de animales
adultos (Tischler, 1993). Una evidencia a favor del modelo de la diferenciacion neuronal
de las células cromafines por el NGF lo constituyen experimentos en los cuales se les
inyecto cronicamente NGF a ratas prefiadas. Este procedimiento indujo en los
embriones el reemplazo de las células cromafines por neuronas simpaticas (Aloe,
1979). Estos estudios sugieren que el NGF es una de las sefiales ambientales de mayor
importancia in vivo en el control de la diferenciacién neuronal de las células de linaje
simpatoadrenal. Todos los efectos mencionados sugieren fuertemente que el NGF es
indispensable para la diferenciacion y sobrevivencia de las células simpatoadrenales

tanto in vivo como in vitro.

En contraste, cuando las células cromafines se encuentran expuestas a un
ambiente rico en glucocorticoides (GC), similar al que se encuentra en la medula de la
glandula suprarrenal, estas células expresan el fenotipo cromafin (Anderson, 1993). De
esta observacion se deriva que en el momento de hacer cultivos de células cromafines
es importante adicionarles GCs (p.ej. dexametasona) para que dichas células
mantengan el fenotipo cromafin, ya que en caso de no hacerlo un porcentaje de la
poblacion de las células en cultivo tenderan a adquirir el fenotipo neuronal de manera

espontanea (Doupe, 1985)

Una vez diferenciados estos dos tipos celulares pueden ser faciimente
distinguibles: las células cromafines son pequefias (= 15-20 pm de diametro),
comparadas con las neuronas simpaticas, con escaso citoplasma y poco reticulo
endoplasmico rugoso, tienen un ndcleo que ocupa gran parte del citoplasma, con un
s6lo nucleolo que es muy evidente, y que se posiciona excéntricamente en la célula,
estan deprivadas de procesos, secretan principalmente adrenalina y sus vesiculas son
de 150-350 nm de didmetro (Livett, 1984; Doupe, 1985). La sintesis y posterior
secrecion de la adrenalina por parte de las células cromafines se debe principalmente a

la presencia de la enzima PNMT, la cual es la responsable de llevar a cabo el dltimo
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paso en la biosintesis de esta catecolamina, transformando la noradrenalina en
adrenalina, esto es, adicionando un grupo metilo a la amina posicionada en el carbono a
de la molécula (Livett, 1984).
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Figura 1. Sintesis de Catecolaminas en la médula suprarrenal. DOPA, Dihidroxifenilalanina; E,
Epinefrina; NE, Norepinefrina; PKA, Proteina cinasa dependiente de AMPc. (Tomado de: Bolander, F.F.
2004.)

En contraste, las neuronas simpéticas son células mas grandes (40-50um),
presentan un nucleo pequefio con respecto del tamafio de la célula, el cual se
encuentra generalmente en el centro de la misma, presentan procesos dendriticos y
axonales con abundantes microtubulos y neurofilamentos, y secretan primordialmente

noradrenalina siendo sus vesiculas en promedio de 50 nm de diametro (Doupe, 1985).

Respecto de la homeostasis intracelular de calcio, podemos decir que la

regulacion de la [Ca®]

en las neuronas simpéticas es un proceso de suma importancia
ya que de ello dependen los diferentes destinos a los que se pueden dirigir dichas
células, por ejemplo, el calcio puede servir como una sefial de migracion neuronal
(Komuro, 1992; 1996), mantener la sobrevivencia neuronal (Collins, 1991; Larmet, 1992;
Finkbeiner, 1996; Distasi, 1998), inducir la diferenciacion neuronal (Finkbeiner, 1996;
Gu, 1997), o bien participar en la muerte celular programada (Dowd, 1995), ya sea
induciéndola (Trump, 1992; Keller, 1998; Lipton, 1998) o evitandola (Franklin, 1994;

Lampe, 1995; Schubert, 1997). Esta diversidad de funciones hace del calcio una sefial
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clave para las neuronas, y es por esta razon que se encuentra regulada por estrictos
mecanismos de control (Kostyuk, 1994), los cuales van a actuar a diferentes niveles,

haciendo que esta regulacion presente patrones caracteristicos de la [Ca?"]..

En el caso de las neuronas el calcio se mantiene bajo (50-100 nM) y estable, sin
presentar oscilaciones espontaneas. Ante una despolarizacion el aumento de calcio es
rapido, transitorio y disminuye rapidamente. Si se induce experimentalmente la
liberacion de calcio de las pozas intracelulares, esta presenta un patrén de aumento de
calcio formado por dos componentes, un aumento inicial rdpido en forma de espiga,
seguido por la liberacion sostenida en forma de meseta. Este patrén se presenta
siempre y cuando los reservorios se encuentren completamente llenos, si se encuentran
parcialmente llenos so6lo se observa la liberacién en forma de meseta. Analizando la
liberacion de calcio de las pozas intracelulares, y apoyados en otros trabajos con el
receptor de rianodina tipo 2 Hernandez-Cruz y col. (Hernandez-Cruz, 1997) postulan
gue esta liberacion de calcio corresponde al tipo descrito como “liberacion de calcio
inducida por calcio”, el cual es propio de los receptores de rianodina tipo 2, por lo que se

deduce que las neuronas simpaticas expresan este receptor.

En el caso de las células cromafines la regulacion de la [Ca®], presenta
caracteristicas diferentes a las neuronas simpaticas. Estas células presentan

variaciones de la [Ca?"];

debido a que oscilan de manera espontanea (D’Andrea, 1995;
1996), sin que hasta el momento este claro el papel fisiolégico de dichas oscilaciones.
Referente a la funcion del calcio intracelular este se ha relacionado primordialmente con
los procesos de secrecion del contenido de los granulos cromafines (Ungar, 1983;
Aunis, 1998) y en menor medida como un segundo mensajero o una sefial intracelular
(Aunis, 1998; Ohta, 1998). De los receptores intracelulares que liberan calcio se ha
reportado que en la medula suprarrenal se expresan los tres tipos de receptores a
rianodina (Giannini, 1995), observandose un patrdn de liberacién de calcio formado por
un aumento discreto y una disminucién constante, aun en presencia del secretagogo

(Liu, 1991).

El proceso por el cual una célula diferenciada se transforma en otra con un
fenotipo diferente se conoce como transdiferenciacion (Anderson, 1989) y en el caso de

las células cromafines el NGF induce la transdiferenciacion en un fenotipo similar al de
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las neuronas simpéticas (Doupe, 1985), el cual incluye cambios morfolégicos
caracterizados por la generacién de neuritas, la formacion de vesiculas simpéticas
pequefias, un aumento en el tamafio del soma, asi como un incremento en la cantidad
de reticulo endoplasmico rugoso y del tamafio del aparato de golgi, aunque no
desaparecen completamente algunas caracteristicas de la célula cromafin (Doupe,
1985; Patterson, 1990; Anderson, 1993). Durante esta transdiferenciacion también hay
cambios a nivel bioquimico (Doupe, 1985; Pandiella-Alonso, 1986) y a nivel
electrofisioldgico (Islas-Suarez, 1994, Drucker-Colin, 1994). Sin embargo, no existen
reportes respecto de la homeostasis y dinamica intracelular de calcio, el cual puede

estar jugando un papel muy importante en la fisiologia de dichas células.
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JUSTIFICACION EXPERIMENTAL

El origen embriolégico de las células simpatoadrenales nos indica que dichas
células al tener un origen comuin comparten varias caracteristicas tanto morfolégicas
como fisioldgicas, y a pesar de esto, por efecto de las sefiales quimicas que reciben se
van a diferenciar en células del sistema nervioso o bien en células cromafines, dos
grupos de células con caracteristicas muy distintas entre si; mientras unas se agrupan
en la cadena de ganglios simpaticos secretando neurotransmisores cuya funcién es
regular y transmitir mensajes provenientes y hacia el sistema nervioso, las otras van a
llevar a cabo funciones propias y caracteristicas de las células secretoras del sistema

endocrino, considerablemente distintas a las neuronas simpéticas.

Las investigaciones que se han llevado a cabo para estudiar los procesos o
mecanismos por los cuales las células cromafines pueden transdiferenciarse a
neuronas simpaticas, por efecto del NGF, se han enfocado principalmente en las
modificaciones que se presentan a nivel morfolégico, dando poca importancia al
aspecto fisiologico, presentandose pocas publicaciones que abordan el papel funcional

de dicha transformacion.

Al ser las células cromafines y las neuronas simpaticas células que llevan a
cabo, primordialmente, procesos de secrecion de hormonas y/o neurotransmisores es
de vital importancia el papel que juega el calcio al interior de las mismas y la forma en
como dichas células controlan y regulan la concentracion intracelular de este cation,
encontrandose diferencias muy importantes entre unas y otras. Es por ello que resulta
de suma importancia estudiar, mas alla de un simple cambio morfologico, los cambios
en la homeostasis y dinamica del calcio intracelular en las células cromafines y si estos
cambios durante el proceso de neurogenizacion son concordantes a la adquisicion de
un patrén de homeostasis similar al de las neuronas simpaticas, permitiéndole a las
células cromafines neurogenizadas regular su dinamica de calcio intracelular de una

manera similar a estas neuronas.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Las células cromafines durante el proceso de neurogenizacidbn modifican su
homeostasis y dindmica de calcio intracelular de manera acorde con otros cambios
fisiolégicos que culminan con una expresion fenotipica que se asemeja 0 es

indistinguible de las neuronas simpaticas.
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizar las modificaciones en la homeostasis y en la dindmica de calcio
intracelular que se presentan paulatinamente en las células cromafines durante su

neurogenizacion por efecto de la exposicion al factor de crecimiento nervioso (NGF).
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OBJETIVOS PARTICULARES

- Establecer en cultivos primarios el modelo de neurogenizacion in vitro de células

cromafines en neuronas simpéticas por exposicion al NGF.

- Estudiar los posibles cambios espontdneos de la concentracion intracelular de
calcio en células cromafines control, neurogenizadas in vitro y en neuronas

simpaticas verdaderas en condiciones de reposo.

- Estudiar los aspectos cinéticos de la entrada de calcio en células cromafines
control, neurogenizadas in vitro y en neuronas simpaticas verdaderas por

despolarizaciéon de la membrana.

- Estudiar la dinamica de liberacién de calcio desde pozas intracelulares de calcio
en células cromafines control, neurogenizadas in vitro y en neuronas simpaticas

verdaderas.
- Identificar los elementos basicos responsables de la homeostasis y dinamica de

calcio intracelular en las células cromafines durante el proceso de

neurogenizacion en comparacion con los de las neuronas simpaticas.
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MATERIALES Y METODOS.

CULTIVOS PRIMARIOS DE CELULAS CROMAFINES.

Todos los estudios con animales se realizaron bajo un protocolo
institucionalmente aceptado similar a la Guia de USPHS para el cuidado y uso de
animales de laboratorio. Se trabaj6 con ratas de la cepa Wistar las cuales se obtuvieron
del bioterio del Instituto de Fisiologia Celular, en donde se mantenian en un régimen

normal de 12 horas luz-oscuridad, con libre acceso al alimento y al agua.

Los cultivos de las células cromafines se realizaron de acuerdo con técnicas ya
establecidas (Unsicker, et. al. 1989) con pequefias adecuaciones de acuerdo a las
necesidades del proyecto. Para llevar a cabo el cultivo primario de células cromafines
de mamifero se utilizaron ratas macho con 10 dias de edad, las cuales son procesadas
en un periodo no mayor a dos horas después de haber sido separadas de la madre,
esto con el fin de disminuir cualquier tipo de estrés o sufrimiento en los animales. Uno a
uno se colocan en una camara con éter hasta que se encuentran anestesiados, se

retiran de ésta y se limpian profusamente con una solucién de etanol al 70%.

Para extraer las glandulas suprarrenales los animales anestesiados se colocan
en posicion ventral en una tabla de diseccion, previamente esterilizada, y se les hace
una incision longitudinal paravertebral en la piel, desde la pelvis hasta las costillas.
Utilizando un segundo equipo de diseccién se hace un corte sobre la capa muscular,
con el cual se deja al descubierto la glandula suprarrenal. Una vez que se visualiza se
hacen los cortes necesarios para retirar el tejido conectivo y se separa la glandula del
rifidn, se repite el procedimiento para la glandula contralateral. Una vez extraidas se
colocan en medio Hanks. Todo el material quirdrgico que se utiliza durante las cirugias

es previamente esterilizado.

Posteriormente a que se extraen las glandulas suprarrenales de los animales se
retira la capsula de tejido que las cubre y la corteza de la glandula utilizando un
microscopio de diseccién y se van colocando en un tubo coénico de 15 ml con medio

Hanks fresco (10 ml), se centrifugan por 5 min a 800 rpm y se retira el sobrenadante. El
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tejido resultante, la medula de la glandula suprarrenal, se resuspende en 10 ml de
Hanks, adicionados con colagenasa tipo | a una concentracién de 1.0 mg/ml; y 20 pg/ml
de DNAsa tipo I. Se incuba por 20 min a 37°C con agitacion continua, transcurrido este
tiempo el tejido se centrifuga por 10 min a 1000 rpm y se retira el sobrenadante, se
adicionan 10 ml de medio Hanks y se resuspende el tejido con una pipeta pasteur pulida
y siliconizada. Se pone el tubo a 37°C con agitacion por 5 min, al final de ésta
incubacién se centrifuga de nuevo por 10 min a 1000 rpm, y se retira el sobrenadante,
se lava dos veces mas con Hanks, después del ultimo lavado se adicionan 2 ml de
medio Hanks y se disocia el tejido mecanicamente con una pipeta pasteur pulida y
siliconizada, se centrifuga por 5 min a 1000 rpm y se retira el sobrenadante. El botén
celular se resuspende en 0.5 ml de Hanks, se cuantifica la densidad celular y se diluye a
una concentraciéon de 10*-10° células/100 pl con medio Hanks. Las células cromafines
se siembran colocando 100 pl de la suspension celular sobre cubreobjetos redondos del
No. 1, previamente lavados, esterilizados y forrados con poli-L-lisina (100 pg/ml), se
dejan sedimentar por 30 min para que se adhieran al vidrio forrado y se les adiciona 1.0

ml de medio de cultivo DMEM completo.

CULTIVOS PRIMARIOS DE NEURONAS SIMPATICAS.

Los cultivos de neuronas simpaticas se realizaron de acuerdo con protocolos ya
establecidos (Johnson and Argiro, 1983) con pequefias adecuaciones de acuerdo a las
necesidades del proyecto. Para llevar a cabo el cultivo primario de neuronas simpaticas
de mamifero se utilizaron ratas macho con 10 dias de nacidos, las cuales son
procesadas en un periodo no mayor a dos horas después de haber sido separadas de
la madre, esto con el fin de disminuir cualquier tipo de estrés o sufrimiento en los
animales. Uno a uno se colocan en una camara con éter hasta que se encuentran
anestesiados, se retiran de ésta y se limpian profusamente con una solucién de etanol
al 70%.

Para la extraccion del ganglio cervical superior los animales ya anestesiados se
colocan en una tabla de diseccion estéril en posicién dorsal, el térax y la cabeza se
aseguran con agujas de diseccion procurando que el cuello quede con la mayor

extension posible. Con un bisturi se hace una incision en la linea media del cuello,
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desde la base de la garganta hasta el menton, y la piel se desplaza hacia los costados
haciendo dos cortes laterales, uno rostral al cuello y otro a la altura de las claviculas. Se
remueven las glandulas submandibulares y se deja expuesta la capa muscular. Los
pasos subsecuentes se hacen con ayuda del microscopio de diseccién. Se hace un
corte en la base del musculo esternocleidomastoideo, cerca de la clavicula, y se
desplaza a un costado. A continuacién el masculo omohioideo se corta en su porcién
medial y es desplazado a ambos lados del corte. En este punto ya se pueden ver
claramente la bifurcacion de la arteria carétida y el nervio vago, el ganglio nodoso
también es visible, el cual se encuentra lateral a la bifurcacion de la arteria carétida,
pero a un nivel mas profundo. El ganglio cervical superior se localiza justo por debajo de
la bifurcacion de la car6tida y se puede observar haciendo un desplazamiento lateral de
dicha arteria. La remocién del ganglio cervical se puede hacer por dos vias: en la
primera puede ser extraido con una diseccién directa, para ello se hace la diseccion de
la arteria car6tida, del masculo dorsal al ganglio y del tejido circundante, entonces el
ganglio puede ser removido haciendo cortes en sus extremos rostral y caudal. De
manera alterna se puede hacer la remocion completa del ganglio junto con el nervio
vago y la arteria carétida como un conjunto, y posteriormente hacer la diseccion del
ganglio de los otros tejidos. Para la extraccion del ganglio contra lateral se efectua el
mismo procedimiento. Una vez extraidos los ganglios se colocaban en medio Hanks.
Todo el material quirargico que se utiliza durante las cirugias es previamente

esterilizado.

Una vez extraidos los ganglios se limpian del tejido conectivo circundante
utilizando un microscopio de diseccidén y se cortan en 5 0 6 segmentos cada uno, se
colocan en un tubo cénico de 15 ml con medio Hanks fresco y se centrifugan a 800 rpm
por 5 min, se retira el sobrenadante y se resuspenden en 10 ml de Hanks adicionado
con 1 mg/ml de tripsina y 20 pg/ml de DNAsa, dejandose en ésta solucion por 30 min a
37°C con agitacion continua. Posteriormente el tejido se centrifuga por 10 min a 1000
rpm, se extrae el sobrenadante y se trata el tejido con inhibidor de tripsina (2 pg/ml) en
10 ml de DMEMc, se deja incubar por 5 min a 37°C, se centrifuga a 1000 rpm por 10
min y se retira el sobrenadante. Por Ultimo se le adiciona al tejido 10 ml de Hanks con
colagenasa tipo | (1.0 mg/ml) y DNAsa (20 pg/ml), por 20 min a 37°C y agitacion
continua. Pasado el tiempo de incubacion se centrifuga y se retira el sobrenadante con

la enzima, se lava el tejido dos veces con Hanks y se centrifuga a 1000 rpm por 10 min
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en cada una de ellas. Finalmente se disocia el tejido mecanicamente con una pipeta
pasteur pulida y siliconizada en 2.0 ml de Hanks, se centrifuga y se resuspende en 0.5
ml de medio Hanks, se cuantifica la densidad celular y se diluye a una concentracion de
10*-10° células/100 pl. Las neuronas simpaticas se siembran colocando 100 pl de la
suspension celular sobre cubreobjetos redondos del No. 1, previamente lavados,
esterilizados y forrados con poli-L-lisina (100 pg/ml), se dejan sedimentar por 30 min
para que se peguen al vidrio forrado y se les adiciona 1.0 ml del medio de cultivo DMEM

completo.

MEDIOS DE CULTIVO.

El medio de cultivo utilizado fue el Medio Eagle Modificado de Dulbecco
(DMEM), complementado con: 10% de suero fetal bovino; 80nM de Insulina; 10,000 U
de penicilina C; y 10,000 ug de sulfato de estreptomicina, en un volumen de 100 ml.
Este medio se denomina como DMEM completo (DMEMCc) y se utilizé tanto para el

cultivo de células cromafines como de neuronas simpaticas.

En el caso particular de las células cromafines se emplearon tres condiciones
experimentales:
a) Grupo Control (CON): células tnicamente con DMEMc.
b) Grupo Dexametasona (DEX): células en cultivo con DMEMc mas
dexametasona (5 uM).
c¢) Grupo Factor de Crecimiento Nervioso (NGF): células en cultivo con DMEMc

mas factor de crecimiento nervioso (100 ng/ml).

Para el cultivo de las neuronas simpaticas se utiliz6 el DMEMc como medio base
y se adicion6 con el factor de crecimiento nervioso a una concentracion de 20 ng/ml, la
utilizacion del NGF en este caso fue Unicamente con la finalidad de mantener la
sobrevivencia de las neuronas simpdticas, ya que si se cultivan en DMEMc sin el NGF
las neuronas simpaticas no sobreviven mas de 3 dias en cultivo y con un deterioro muy

evidente.
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En todos los cultivos y condiciones experimentales el medio se cambia cada 48

hrs.

REGISTRO DE LA CONCENTRACION INTRACELULAR DE CALCIO ([Ca®]).

2+]i se toma el vidrio en donde se sembraron

Para el registro de los niveles de [Ca
las células y se coloca en una camara de registro donde se incuba con el medio de
perfusion (Krebs-Ringer) adicionado con el indicador fluorescente Fura2-AM, a una
concentracion de 2.0 uM por 1 hr. a 37°C (Connor, 1986). Una vez transcurrida la
incubacién se coloca la camara en el microscopio y se conecta a un sistema de
perfusion continua, en donde se lava con una solucion de Krebs-Ringer (K-R) con la
siguiente composicion (mM): NaCl 145.0; KCI 3.0; MgCl, 2.0; NaHCO; 1.0; NaH,PO,

0.5; Hepes 5.0; CaCl; 2.0; y glucosa 5.0 (pH = 7.4 y 300mOsm).

Los registros se realizaron en un microscopio invertido Nikon Diaphot con un
objetivo de 100X de inmersion en glicerol (A.N. = 1.3). Para excitar el fluoroéforo se
emplearon dos laseres de nitrégeno acoplados al microscopio por una fibra Optica
bifurcada. La fluorescencia emitida por el fluoroforo es captada por una cdmara CCD
acoplada a un intensificador y las imagenes son enviadas a un procesador analégico-
digital, de ahi a una computadora donde se visualiza la intensidad de emision de la
fluorescencia y al mismo tiempo se capturan estos datos con la ayuda del programa
FluoLab 2.06. En todos los registros la frecuencia de captura de las imagenes fue de 2.5
Hz, la frecuencia y alternancia de disparo de los laseres también son controladas por el

programa FluoLab.

El andlisis de la [Ca®']; se basa en la capacidad del fluoréforo de ser excitado a
dos longitudes de onda dependiendo si se encuentra unido a calcio (340 nm) o en su
forma libre (380 nm) respondiendo a una u otra y emitiendo a 510 nm. El método para
calcular la [Ca®']; se basa en el procedimiento descrito por Grynkiewicz (1985) y Tsien
(1990). Para calcular la concentracion intracelular de calcio se utilizd la siguiente

ecuacion:
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24 Rmax -R
[Ca ]i = Kd * B *
R- Rmin

En donde K4 es la constante de disociacién del complejo Fura2 — Ca?* (240 nM);
B es el cociente de la intensidad a 380 nm en cero calcio y la intensidad a 380 nm en
una concentracion maxima de calcio (39.8 pM Ca®"); Rax €s el cociente de la intensidad
de 340/380 a una concentracion maxima de calcio (39.8 pM Ca*"); R €s el cociente de
la intensidad de 340/380 en una solucién con cero calcio; y R es el valor del cociente de
la intensidad de 340/380 en cada uno de los puntos de la gréafica de los registros, este

dato se obtiene directamente del programa Fluolab 2.06.

Para la aplicacidn de las sustancias con que se estimula a las células se
emplearon micropipetas de borosilicato colocadas a una distancia aproximada de 200
pum de la célula en registro, las cuales eyectaran el fluido por la aplicacién de 10-15 psi

de presion.

Las sustancias que se aplicaron a las células durante los registros son:

a) KCI 140.0 mM (en una solucién con 10mM de HEPES y 2mM de CaCl,, pH =
7.4).

b) Cafeina 10.0 mM (en K-R, pH = 7.4).

PROTOCOLOS DE REGISTRO.

Para medir la [Ca®"];

basal se registraron a las células durante cinco minutos de
manera continua, con el fin observar las variaciones espontaneas del calcio intracelular
en condiciones de reposo.

Para los registros de la [Ca®"];

en células estimuladas se aplicd el siguiente
protocolo: se inicia el registro y se dejan 2.0 min de registro basal, transcurrido este
tiempo se aplican 3 pulsos de KCI con una duracion de 400 mseg. cada uno y con un
intervalo de 30.0 seg. entre cada pulso, después del ultimo pulso se deja un lapso de
2.0 min, seguido por la aplicacién de cinco pulsos de cafeina, los cuales tendrdn una

duracién de 30.0 seg. y un intervalo de 2.0 min entre cada uno de ellos (fig 2).
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Figura 2. Protocolo de registro y ejemplo de un trazo en una neurona simpatica. A, Esquema del
protocolo de registro aplicado a cada una de las células registradas, en la barra se puede observar el curso
temporal de cada una de las aplicaciones y la substancia que se aplicé. B, Ejemplo del registro obtenido en
una Neurona Simpética despues de la aplicacion del protocolo mostrado en A. (K, KCI 140 mM por 400

ms; Caf, cafeina 10 mM por 30 s).

ANALISIS DE LOS REGISTROS DE LA [Ca™"].
Con base en los registros mencionados anteriormente se procedio a efectuar el
siguiente andlisis:
1.- Con los datos obtenidos de los registros de las células en reposo se calcul6 la media
aritmética de la concentracion basal de calcio, asi como la varianza de los datos

durante el tiempo de registro.

2.- En el andlisis de los transitorios de calcio inducidos por la aplicacién de KCI se

obtuvieron los siguientes datos:

a) Amplitud del transitorio de calcio: valor maximo del aumento de calcio
después de la aplicacion del KCI, menos el valor de la basal de calcio,

tomado de la media aritmética de la misma célula.
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b)

c)

d)

Primera derivada del transitorio de calcio: se calcul6 la derivada de todo el
transitorio, punto por punto, y se tomo el punto maximo de la derivada como
el cambio maximo de la concentracion de calcio intracelular con respecto al
tiempo (d[Ca?']/dt, nM/seg).

Area bajo la curva: se calculo la integral del transitorio de calcio, en un lapso
de 20 seg. a partir de la aplicacion del KCI, a este valor se le rest6 el valor

correspondiente al area de la basal durante el mismo periodo de tiempo.

Constante de tiempo de recuperacion de la concentracion de calcio
intracelular (tr). Para calcular esta constante, se tomé la curva de
decaimiento del transitorio de calcio inducido por potasio y se le hizo el

ajuste de una funcion exponencial simple.

3.- Con la medicion de los transitorios de calcio inducidos por cafeina se obtuvieron los

siguientes datos:

a)

b)

d)

Amplitud de la respuesta de calcio: valor maximo de la concentracion de
calcio después del pulso de cafeina, menos el valor de la basal de calcio,

tomado de la media aritmética de la misma célula.

Primera derivada de la concentracion de calcio con respecto al tiempo.

Area bajo la curva de la respuesta de calcio después de la aplicacion de
cafeina (estas dos ultimas fueron calculadas de la misma forma que en el

caso de la respuesta inducida por potasio).

Constante de tiempo de recuperacion de la concentracibn de calcio
intracelular (t). Para calcular esta constante se tomé la curva de decaimiento
de la espiga de calcio inducida por cafeina y se le hizo el ajuste de una
funcion exponencial simple. Este andlisis se llevd a cabo Unicamente en las

células con NGF a los 15 dias y en las neuronas simpéticas, ya que fueron
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las Unicas en presentar un transitorio significativo que nos permite hacer este

tipo de analisis.

MARCADO CON RIANODINA FLUORESCENTE.

Para el estudio de la presencia del receptor de rianodina en células cromafines y
en neuronas simpaticas se utilizd una rianodina marcada con fluoresceina de la
compafiia Molecular Probes, BODIPY-FL-X Rianodina. Las células fueron incubadas en
total obscuridad a 22°C en Krebs-Ringer con el fluor6foro a una concentracion de 1uM
durante 45 min Posterior a la incubacion las células fueron lavadas exhaustivamente
con Krebs-Ringer para remover la rianodina fluorescente, que no se unié al receptor,
terminados los lavados las células fueron montadas en una camara de registro para ser
analizadas con un sistema de microscopia confocal, cabe mencionar que los registros

de estas células no rebasaron un tiempo limite de 30 min

MICROSCOPIA CONFOCAL

Las imagenes confocales de las células marcadas con la rianodina fluorescente
fueron obtenidas utilizando un microscopio confocal de barrido laser (Bio-Rad MRD
1024), equipado con un laser de Kripton/Argén. Este sistema confocal se encuentra
adaptado a un microscopio invertido Nikon (Diaphot 300), para las observaciones se
utilizé un objetivo de 100X de inmersion en glicerol con una apertura numérica de 1.3
(Nikon). Los parametros que se utilizaron fueron los siguientes: excitacion 488 nm;
emision 522 nm; apertura de iris de 2.5 a 2.7; ganancia: 1000 y una potencia de laser de

1%. Estos parametros se mantuvieron constantes en todas las condiciones estudiadas.

INMUNOHISTOQUIMICA.

Los cubreobjetos de vidrio con las células cromafines o neuronas en cultivo, en
las diferentes condiciones y a los tiempos indicados, se lavaron dos veces con una
solucion de buffer fosfatos-salina (PBS, 0.01 M y 0.09%, respectivamente) y se fijaron

con paraformaldehido al 4.0% en PBS por 30 min a temperatura ambiente, se lavan de
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nuevo con PBS y se incuban con la solucién de bloqueo y permeabilizaciéon (leche
descremada al 10% en PBS con Triton X-100 al 0.1% (v/v)) por 60 min a temperatura
ambiente. Posteriormente los cubreobjetos con las células se lavan y se incuban con los
anticuerpos primarios (diluidos 1:100 en PBS) durante toda la noche a 4°C en una
camara humeda, después de esta incubacion se lavan de nuevo las muestras y se
incuban con el anticuerpo secundario (anti-lgG de ratén, dilucion 1:50), el cual se
encuentra acoplado a un fluoroforo (isotiocianato de fluoresceina, FITC), durante 2
horas a temperatura ambiente. Finalmente, se lavan de nuevo con PBS y se montan los
cubreobjetos en portaobjetos de vidrio empleando un medio para montar muestras con
fluorescencia, manteniéndose a 4°C hasta el momento de su analisis. Los controles
negativos fueron preparados incubando los cultivos con: a) Unicamente el anticuerpo
primario; b) sélo con el anticuerpo secundario; y c) células cromafines que no recibieron
ningun tratamiento. Como se esperaba estos cultivos no mostraron fluorescencia por
arriba de la fluorescencia basal (auto fluorescencia) determinada al observar el tercer
grupo de los controles negativos. Los anticuerpos primarios contra epitopes especificos
de los tres subtipos del receptor de rianodina fueron amablemente proporcionados por

el Dr. Anthony Lai de la Universidad de Wales en el Reino Unido.

CAPTURA Y ANALISIS DE IMAGENES.

Para la captura de las imagenes de las células marcadas se utilizé un sistema de
microscopia de epifluorescencia. La iluminacion se consiguié mediante una lampara de
mercurio de 100W montada en un microscopio invertido Nikon Diaphot, utilizando un
objetivo 60X de inmersién en aceite (A.N. = 1.4), y una combinacion de los siguientes
filtros: un filtro de excitacion en el rango de 450-490 nm, un espejo dicroico que
Unicamente permite el paso de la fluorescencia emitida a 510 nm y un filtro barrera de
520 nm. Las ima&genes se adquirieron con una camara CCD enfriada de alta
sensibilidad y linealidad (resolucion de 16 bits). La iluminacion de las muestras se limité
a un tiempo de exposicion fijo (0.25 seg.) para todas las muestras, regulado a través de
un obturador electrénico controlado por el mismo programa que se utilizé para la
captura de imagenes, Image Pro Plus. Las imagenes capturadas en formato FITS sin
comprimir se convirtieron a imagenes en formato TIFF (8 bits) y se guardaron para

analizarlas posteriormente con el programa Image Pro Plus. Para el analisis de la
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intensidad de la fluorescencia en las células se determind un éarea de interés,
utilizandose en todos los casos un circulo con un diametro equivalente a 5 micras del
cual se obtiene la fluorescencia promedio. Las medidas de intensidad de fluorescencia
se obtienen al poner este circulo en una regién del citoplasma (no nuclear) de cada una
de las células que se analizan, asi como en 3 areas libres de células en el cubreobjetos
(fluorescencia de fondo). La fluorescencia de fondo de cada campo se substrajo de las
intensidades de fluorescencia de cada una de las células medidas en el mismo campo,
dando como resultado la fluorescencia corregida para cada una de las células

(fluorescencia especifica).

ANALISIS ESTADISTICO.

El andlisis estadistico de los datos se llevo a cabo con el programa Statview 4.5.
Las comparaciones que se realizaron fueron de analisis de varianza factorial de dos
vias (ANOVA). Las diferencias significativas reportadas son con base en la prueba Post

Hoc de Fisher. Todos los datos son reportados como la media + error estandar.
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RESULTADOS

Seccidén I: Cambios morfologicos inducidos por el NGF en células cromafines.

Con base en lo propuesto en los objetivos del presente trabajo, uno de los
primeros pasos es determinar si con nuestro modelo experimental podemos inducir la
neurogenizacion de las células cromafines en cultivo por la adicion del factor de
crecimiento nervioso. Este modelo ya ha sido ampliamente reportado (Doupe, et. al.,
1985), sblo nos resta comprobar si con nuestras condiciones de trabajo es posible

replicarlo.

De acuerdo con lo presentado en materiales y métodos, los cultivos son

sometidos a las tres condiciones experimentales.

Las células del grupo control (CON) son mantenidas en cultivo sélo en presencia
del DMEM completo sin ningun otro aditamento, esto con la finalidad de observar si el
suero fetal bovino, con el que se prepara el DMEMc, ejerce algun efecto sobre dichas
células. Como se puede apreciar en la figura 3 (panel superior) las células del grupo
control no presentan cambios importantes durante los quince dias que permanecieron
en cultivo manteniendo su fenotipo celular en la mayoria de los casos: células redondas
con un didmetro de 15 a 20 um, el nucleo ocupa del 60 al 80% del espacio intracelular,

nucleolo es facilmente visible y carecen de procesos citoplasmicos.

Es importante sefialar que en varios trabajos se ha reportado que estas células
al no estar expuestas a los glucocorticoides provenientes de la corteza suprarrenal
tienden a experimentar un proceso de neurogenizacion espontanea (Anderson, 1986),
en este trabajo también se encontraron dichos eventos (fig 3). El proceso de
neurogenizacion espontanea de estas células se presenta de formas muy variadas,
pero dentro de estas hay dos patrones que son de los mas constantes, en el primero
dichas células pueden aumentar su tamafio (aprox. 30-40 um) y seguir manteniendo su
fenotipo similar a las células cromafines y en el segundo caso se observa que estas
células empiezan a adoptar un fenotipo neuronal pero no cambian de manera

significativa su tamano (fig 3). Se puede pensar en un tercer patron en donde las células
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aumentan su tamafio y adoptan el fenotipo neuronal, pero esta combinacion se
encuentra muy esporadicamente en los cultivos de 15 dias en DMEMc. Otro punto
importante a mencionar es que este proceso de neurogenizacion espontanea involucra
un curso temporal muy diferente al presentado por las células tratadas con el NGF. En
las células expuestas al NGF en cultivo en quince dias se observa un fenotipo neuronal
practicamente indistinguible de las neuronas simpéticas, mientras que en las células
cromafines el proceso de neurogenizacion espontanea es mucho mas lento ya que a los
guince dias en cultivo sélo se observa una neurogenizacién parcial, ya sea en el tamafio
0 en los procesos. En un intento de establecer una comparacion podriamos decir que
estas células equivalen a las células con NGF, pero a un tiempo de 7 a 10 dias en
cultivo, o incluso menor. Otro dato importante a mencionar es que en estos cultivos el
porcentaje de células que presentan este proceso de neurogenizacion espontanea es
reducido, de una manera cualitativa podriamos decir que no va mas alla del 15% de la

poblacion celular en el cultivo.

En un segundo grupo se traté a las células en cultivo con el glucocorticoide
dexametasona (5 pM), esto con la intencion de reproducir el microambiente quimico en
el que se encuentran las células cromafines en la medula suprarrenal, en donde estan
expuestas a una alta concentracion de glucocorticoides secretados por la corteza
suprarrenal, y con ello puedan mantener su fenotipo cromafin (Doupe, 1985). En este
grupo se encontrd que después de 15 dias en cultivo las células cromafines no cambian

su fenotipo manteniéndose con sus caracteristicas tipicas (ver fig. 3, panel inferior).

En el caso de las células cromafines tratadas con el NGF podemos observar
claramente como estas van cambiando su morfologia conforme aumentan los dias en
cultivo, siendo cada dia mas similares a las neuronas simpaticas, fenotipicamente
hablando (fig. 4). Después del tercer o cuarto dia en cultivo se observa como las células
cromafines aumentan de tamafio y pierden su morfologia circular adquiriendo una forma
ovalada o poliédrica, esta es la principal caracteristica del inicio de la transformacion
celular por efecto del NGF. Para el sexto o séptimo dia las células hacen mas evidente
su forma oval y empiezan a emitir procesos citoplasmicos por las zonas apicales, y con
ello se inicia la interconexion intercelular tipica de las células nerviosas en cultivo. Otra

observacion importante en este punto del cultivo es que las células tienden a agruparse
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Figura 3. Imigenes en contraste de fases de células cromafines en cultivo. En el panel superior
se observan las células en condiciones control (DMEM), al inicio del cultivo y 15 dias después, en ambos
casos no se aprecian cambios morfologicos importantes, solo algunas células presentan un proceso de
neurogenizacion espontanea. En el panel inferior se muestran las células en presencia de dexametasona, las

cuales no presentan cambios morfologicos ni neurogenizacion espontinea.

y a formar racimos, apifidndose unas sobre otras, lo cual hace dificil localizar células
aisladas que permitan realizar buenos registros de las mismas. Posteriormente las
células cromafines adoptan un fenotipo muy similar al neuronal, esto es a partir del dia
11/12 en cultivo, la red intercelular se torna mas intrincada, al mismo tiempo el
apifiamiento es mas critico. Ya para el dia 15 6 16 en cultivo en presencia del NGF las
células son indistinguibles de las neuronas simpaticas en cultivo (fig 4), las células
diferenciadas cuentan con un soma grande (40-50 um de diametro), el ndcleo reduce su
proporcion con respecto del citoplasma siendo aproximadamente del 40 al 50%, y las
células presentan una gran cantidad de procesos e interconexiones con células vecinas.
Con fines exploratorios se dejaron cultivos de células en presencia del NGF durante 21
dias, sin observase ya cambios importantes en la neurogenizacion de las células
cromafines pero si encontramos que para estos dias o en dias posteriores de cultivo las

células se empezaban a deteriorar, mostrando una membrana plasmatica rugosa, una
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gran cantidad de proyecciones, las cuales también muestran cierta rugosidad, y sobre
todo que estas células se empezaban a despegar del plato de cultivo, indicando su poca
viabilidad y haciendo sumamente dificil su estudio. Con base en lo expuesto
anteriormente se determiné que el curso temporal de los cultivos sea de 15 dias, tiempo
en el que se observa un buen proceso de neurogenizacion de las células cromafines y
ademds se cuenta con un buen material de trabajo, justo antes de que se empiece a
deteriorar el cultivo y con ello se dificulte el estudio del mismo.

Células Cromafines

Dia 01 Dia 04 Dia 15

20 pym

Figura 4. Imigenes en contraste de fases de células cromafines en cultivo en presencia del
factor de crecimiento nervioso (NGF). En el panel superior se observa el proceso de neurogenizacion
morfolégica por efecto del NGF a los distintos tiempos en cultivo, desde el dia 01 hasta el dia 15,
observandose como conforme aumenta el tiempo en presencia del NGF las células son cada vez mas
parecidas a las neuronas simpdticas (panel inferior) sobre todo si tomamos en cuenta el tamarfio celular.

Como podemos observar las células neurogenizadas a los 15 dias en cultivo son
muy similares a las neuronas simpaticas, incluso podriamos decir que son
practicamente indistinguibles (fig. 4), en otros trabajos en donde se han estudiado las
caracteristicas a nivel subcelular se ha reportado que tampoco existen diferencias
importantes a este nivel (Doupe, et. al., 1985). Con estas observaciones podemos
concluir que el modelo empleado en este trabajo es adecuado para estudiar los cambios
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en la homeostasis de calcio intracelular durante el proceso de neurogenizacion inducido

por el NGF en las células cromafines en cultivo.
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Seccidn II: Homeostasis de calcio intracelular en condiciones de reposo.

Uno de los aspectos importantes de la homeostasis intracelular del calcio es el

estudio de la [Ca®"],

en condiciones basales, la cual es mantenida en niveles bajos por
la interaccion entre los sistemas de amortiguacién del calcio, la secuestraciéon y la
extrusion (Pozzan, 1994). En muchas células la [Ca®]; en reposo es mantenida
estrictamente dentro de limites muy estrechos, pero en otras esta puede alcanzar
grandes fluctuaciones, conocidas como actividad espontdnea u oscilaciones

espontaneas de la concentracion de calcio.

En el caso particular de las células que se estudian en este trabajo se observé
que el patron del calcio basal es radicalmente distinto entre las neuronas simpéticas y
las células cromafines. En las neuronas simpéticas la [Ca®']; se mantiene en niveles
bajos, en un intervalo de 50 a 150 nM y sin presentar alguna actividad espontanea que

induzca un aumento en la [Ca®];

(fig. 5A), esto se debe a que en estas células los
diversos mecanismos encargados de la homeostasis intracelular de calcio son
altamente eficientes (Blaustein, 1988), por lo que en los registros realizados no se

observan fluctuaciones o niveles altos de la basal de calcio.

En las células cromafines se observa que estas presentan niveles altos en la
basal de calcio, los cuales pueden ser del orden de 200 a 400 nM o mas, ademas de
presentar una gran actividad espontanea de la [Ca®'], siendo esta en forma de
oscilaciones con un patron ritmico (fig. 5B) o aumentos breves en forma de transitorios
o de meseta (fig. 5C). Los patrones de actividad espontanea mostrados en la figura 5B y
5C son de los tipos mas frecuentes que se encuentran en las células cromafines
durante los registros de calcio intracelular, siendo una caracteristica propia de estas
células (D’Andrea, 1995).
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En las células que presentan el patrén oscilatorio, la amplitud de las
fluctuaciones de calcio es muy variable, en algunos casos soélo es del doble del valor de
la basal (fig. 5B) (tomandose como el valor de la basal el valle de las ondas) y en otros
puede alcanzar hasta tres o cuatro veces el valor de dicha basal, manteniéndose
durante el tiempo en registro, pero también se encontraron células silentes en las cuales
aparecian de pronto las oscilaciones y en el caso contrario células que tienen

fluctuaciones de calcio y de pronto estas desaparecen y se vuelven silentes.

Los transitorios de calcio que se observan en las células cromafines (fig 5C) se
caracterizan por ser incrementos de la [Ca®"], con una duracién variable, los que se
observan mas comunmente son aquellos que presentan un aumento de calcio con un
maximo y posteriormente disminuye la concentracién regresando a la basal, el curso
temporal de estos transitorios se encuentra en promedio por debajo de los 50 seg de
duracion. En otros casos, los aumentos de calcio son de manera sostenida lo que se

observa como un registro en forma de meseta, con un curso temporal variable pero que
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en muchos casos comprende gran parte del tiempo de registro e incluso en algunas

células ya no regresa al valor de la basal.

Con base en lo expuesto anteriormente se decidié evaluar la homeostasis
intracelular del Ca®* en condiciones de reposo tanto de las neuronas simpéticas como
en las células cromafines con fines comparativos, y también para observar si las células
cromafines modifican su dinamica de calcio en reposo durante el proceso de

transformacioén por efecto del factor de crecimiento nervioso.

El calcio se cuantifico en las células cromafines a cuatro diferentes tiempos en
cultivo durante un periodo de 15 dias (01, 05, 10 y 15 dias), en las tres condiciones
experimentales descritas en materiales y métodos. Los niveles de Ca®" en reposo
también se midieron en neuronas simpéticas (NS) de 2-3 dias en cultivo. Cabe
mencionar que otros autores han reportado que las células cromafines expuestas al
NGF experimentan cambios significativos, tanto morfolégicos como funcionales,
mientras que las células cromafines en presencia de dexametasona mantienen su
fenotipo cromafin (Unsicker, 1978; Islas-Suarez, 1994; Morimoto, 1994), esto Ultimo nos
es util para establecer un patron de comparacion entre las células que conservan un
fenotipo cromafin y las células tratadas con el NGF, el cual induce que las células
adquieran un fenotipo similar al de las neuronas simpéticas (Aloe, 1979; Doupe, 1985).
En el caso de las células del grupo control estas se utilizaron para observar el efecto
gue podria ejercer el medio de cultivo suplementado con el suero fetal bovino (SFB), ya
que al desconocerse la composicion exacta y cuantitativa del SFB este puede contener

substancias que afecten de manera significativa a las células cromafines.

Como se observa en la figura 6 los niveles basales de calcio medidos después
de un dia en cultivo son muy similares entre todos los grupos experimentales (p>0.66),
siendo apenas ligeramente mayor en el grupo DEX, ademas de que el valor de la [Ca®'];
se encuentra dentro de los valores reportados para estas células (entre 50 y 200 nM).
Sin embargo, estos valores llegan a ser marcadamente diferentes después de 5 dias en
cultivo, tanto el grupo CON como el grupo DEX incrementan significativamente su
[Ca*], en reposo, de 62.9 + 7.5nM (n=19) a 454.3 + 32.6 nM (n=26) y de 84.9 + 22.0 nM
(n=6) a 362.3 £ 59.7 nM (n=17), respectivamente (p<0.0001, cuando se compara con

2+]i

células con un dia en cultivo). Este aumento en los niveles de la [Ca“”"]; de las células de
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los grupos CON y DEX disminuye a los 10 dias in vitro, aunque sigue presentando una
diferencia significativa con respecto al primer dia de cultivo en ambos casos (p<0.05). A

], en estos grupos, y llega a ser

los 15 dias se observa que disminuye aun mas la [Ca
similar a la registrada con un dia en cultivo (p>0.36). Los niveles de Ca?* en reposo en
las células cromafines después de 15 dias en cultivo son muy similares entre las tres
condiciones experimentales (p>0.7), presentando una [Ca®']; alrededor de los 100 nM
(ver tabla 1), incluso son similares a los registrados en las neuronas simpaticas

(p>0.77).
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l Figura 6. Media de la concentracion
basal de calcio intracelular. Cambios en
la [Ca2+]i de las células cromafines en cultivo
por efecto de los distintos tratamientos: Con-
100 - T trol (CON), Dexametasona (DEX) y Factor de
Crecimiento Nervioso (NGF), a diferentes
tiempos. Se grafica la media de las neuronas
simpaticas (NS) con 2-3 dias en cultivo con
fines comparativos. Los asteriscos representan
0 la diferencia significativa del grupo CON y
01 05 10 15 NS DEX con respecto del grupo NGF al mismo
Dias en Cultivo tiempo de cultivo.

En el caso de las células expuestas al NGF estas no presentan cambios
significativos en su [Ca®], durante los 15 dias que permanecen en cultivo, presentando
un valor promedio de [Ca?']; entre 73y 117 nM, sin encontrarse diferencias significativas
entre los diferentes tiempos en cultivo (p>0.33)(fig 6), ademas, también se puede

2+]i

observar que el valor de la [Ca™]; en reposo de las células cromafines con 15 dias de
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exposicion al NGF tienen un nivel de calcio intracelular muy similar al que presentan las
neuronas simpaticas (117.34 + 15.85 nM y 113.27 + 7.97 nM, respectivamente, p=0.92).
Esto deja claro que mientras en los grupos de las células CON y DEX se ve alterada la
homeostasis de calcio intracelular durante el curso temporal del cultivo, en el grupo
tratado con NGF no hay variaciones significativas.

El hecho de observar un aumento de la media de la [Ca®'];

en los grupos CON y
DEX no es suficiente para poder apreciar que es lo que esta pasando con el calcio
intracelular en las células cromafines bajo los distintos tratamientos, en otras palabras,

no sabemos si este aumento de la media de la [Ca®);

se debe a un patron oscilatorio
(fig. 5B) o a un aumento transitorio de la [Ca®"] (fig 5C). Para evaluar este
comportamiento utilizamos los mismos datos de donde se obtuvo la media aritmética,
s6lo que en este caso se emplearon para determinar la varianza sobre la media (VSM)
de la linea basal de la [Ca?']..

El estudio de la varianza del calcio basal resulta de suma importancia ya que
dependiendo del tipo de patron que se presente en el registro de calcio se afectara el
valor de la varianza, por ejemplo, en el caso de que se de un patrén oscilatorio de la
concentracion de calcio (fig 5B) se obtendra un valor de la media alto y un valor de
varianza alto debido a las continuas fluctuaciones del calcio intracelular, pero en el caso
de que se obtenga un registro en forma de transitorio (fig 5C) se podria obtener un valor
de la media bajo o elevado, pero el valor de la varianza seria bajo debido a que no se

observarian variaciones continuas de la concentracion de calcio.

Este simple andlisis de los registros de las células (fig 7) revela diferencias
importantes entre los distintos grupos: Primero, al dia 1 en cultivo los valores de la VSM
son relativamente bajos con respecto de los siguientes dias del cultivo, lo que nos indica
gue al inicio del cultivo las células no presentan mucha actividad espontanea e incluso
estos valores son muy parecidos entre los grupos CON, DEX y NGF (p>0.64) (tabla 1).
Como punto de comparacién cabe mencionar que los niveles de la [Ca®']; son menos
variables en las neuronas simpaticas (fig 7), pero a pesar de este valor reducido no se
observan diferencias significativas entre las tres condiciones experimentales de las
células cromafines y las neuronas simpéticas (p>0.22). El que no haya una diferencia

significativa entre los grupos con un dia en cultivo y las neuronas se puede entender si
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observamos el valor tan elevado que presenta el error estandar de las células
cromafines (tabla 1), lo que nos habla de la alta variabilidad de la concentracién del

calcio basal con respecto de las neuronas.
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Segundo, después de 5 dias en cultivo, las fluctuaciones espontaneas
(oscilaciones) de la [Ca*"]; en las células cromafines son mas frecuentes y con una
mayor amplitud en el grupo CON y en especial en el grupo DEX. En consecuencia, la
VSM incremento aproximadamente 150% y 420%, respectivamente, observdndose una
diferencia significativa sélo en el grupo DEX (p=0.0001), en el caso del grupo CON no
podemos concluir que haya una diferencia significativa debido a que presenta un valor
de “p” muy marginal (p=0.056), pero dicho valor si nos indica que hay una clara
tendencia del grupo CON a tener un comportamiento similar al del grupo DEX (fig 7),
pero sin alcanzar un incremento tan significativo en la actividad espontanea del calcio

intracelular. En el caso de las células tratadas con el NGF se observa que desde el
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guinto dia de tratamiento ya presentan una ligera tendencia a disminuir el valor de la
VSM, lo que nos indica que en este grupo el NGF esta induciendo una reduccién de la

2+]i

actividad espontanea del calcio intracelular, manteniendo la [Ca“"]; mas estable que en

el caso de los grupos CON y DEX.

Tercero, la VSM de todos los grupos disminuye progresivamente a los 10 dias
en cultivo (fig 7) a niveles parecidos e incluso por debajo a los valores de los registros
hechos en el primer dia en cultivo, sobre todo en los grupos CON y NGF, los cuales
contindan con una tendencia a disminuir aun mas y de manera progresiva la VSM, lo
gue se observa mas claramente en el dia 15 de cultivo, y aunque en el grupo DEX
también hay una clara disminucion, los valores tan elevados de la desviacion estandar
no permiten considerar a estas disminuciones como similares a las que se observan en
los grupos CON y NGF. Estas diferencias tan marcadas vistas entre el grupo DEX y los
grupos CON/NGF después de 10 dias en cultivo, no llegan a ser estadisticamente

significativas a los 15 dias (p>0.18).

Para el dia quince del cultivo en las células tratadas con el NGF la VSM es
practicamente idéntica a la de las neuronas simpaticas (p=0.97), y en el caso del grupo
CON se observa también una clara tendencia a adoptar los valores de las neuronas
simpéticas (p=0.82) y aunque en el caso de las células tratadas con dexametasona hay
una disminucion, estas aun se mantienen alejadas del comportamiento de las neuronas

(p=0.14), pero sin presentar diferencias significativas.

Para examinar estas diferencias mas de cerca, los valores de la VSM de los
diferentes grupos se graficaron como histogramas de frecuencia. En la figura 8 se
puede observar la distribucién del grupo control, siendo evidente que para el quinto dia
en cultivo hay una mayor dispersion de la varianza, lo cual corresponde a lo observado
en la figura 7, disminuyendo progresivamente en los siguientes dias en cultivo y
presentando la misma tendencia que el grupo NGF a los 15 dias, sin encontrarse
diferencias significativas con dicho grupo o con las neuronas simpdéticas (p=0.81 y
p=0.82, respectivamente). Sin embargo, el grupo tratado con dexametasona (fig. 8)
presenta una distribucién mucho mas extendida al dia cinco (ver escala de las abscisas)
recuperandose moderadamente para el dia 10 y 15, pero sin alcanzar los niveles

presentados por el grupo CON o el grupo tratado con el NGF. Es importante sefialar
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gue en este grupo los niveles de calcio intracelular son muy variables debido a que
presentan una actividad espontanea muy elevada, sobre todo en forma de oscilaciones
(fig 5b), lo cual es comun en las células cromafines (D’Andrea, 1995; 1996; Malgaroli,
1991). En el grupo expuesto al NGF observamos que durante el curso temporal del
cultivo la variabilidad de la [Ca®*], disminuye de manera progresiva, lo cual se ve
claramente en la figura 8, ademas al ser comparada con las neuronas simpaticas
encontramos que tienen un patrén muy similar, de hecho encontramos que el valor
promedio de la varianza de la [Ca®; es menor en las células cromafines

neurogenizadas que en las neuronas (ver tabla 1).
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Figura 8. Histogramas de frecuencia de la varianza de la [Caz*'li en células cromafines en las

distintas condiciones de cultivo y a los diferentes tiempos. A, células en condiciones control (CON). B,
células tratadas con dexametasona (DEX). C, células en cultivo en presencia del factor de crecimiento
nervioso (NGF). D, neuronas simpaticas (NS) con 2-3 dias de cultivo.
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Es importante hacer notar que después de 15 dias de tratamiento con el NGF,

tanto los niveles de la [Ca®];

en reposo y la VSM de las células cromafines llega a ser
practicamente indistinguible del de las neuronas simpaticas. Estos cambios, los cuales
corresponden a las alteraciones morfologicas y propiedades excitables que ya se han
reportado, representan el primer indicio de que la homeostasis de la [Ca®] se
reorganiza, reflejando un patron que gradualmente es mas similar al de las neuronas

simpéticas en reposo.

TABLA 1
Dias en
Cultivo n Basal Varianza de la Basal
01 19 629 =+ 7.4 619.4 =+ 181.3
05 26 4543 =+ 326 1638.7 =+ 3349
CON
10 23 179.4 =+ 216 429.9 =+ 67.0
15 09 102.7 == 7.3 206.4 =+ 36.9
01 06 849 =+ 220 775.1 =+ 318.1
DEX 05 17 362.3 =+ 59.0 4016.1 =+ 1041.2
10 16 194.3 =+ 20.8 1761.2 =+ 489.8
15 17 102.1 =+ 13.7 958.0 =+ 645.0
01 10 73.1 =+ 105 928.0 =+ 443.0
05 17 102.4 =+ 9.7 752.1 =+ 168.8
NGF
10 08 929 =+ 12.1 303.8 =+ 211.7
15 13 117.3 =+ 158 578 =+ 53
NS <3 16 1132 = 7.9 817 =+ 11.2
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Seccién lll: Alteraciones en la magnitud y cinética de los transitorios de calcio de

canales operados por voltaje en células cromafines.

Las células cromafines expresan varios subtipos de canales de calcio voltaje
dependientes (CCVD), encontrandose de manera predominante los subtipos L, N y P/Q,
y cuyo principal aporte fisiol6gico es el permitir el influjo de calcio y con ello el aumento
del calcio intracelular, lo cual facilita la secrecion de las vesiculas ya sean adrenérgicas
y/o noradrenérgicas (Lomax, 1997). En el caso particular de las células cromafines de
rata se ha encontrado que el mayor aporte del influjo de calcio se lleva a cabo a través
de canales de calcio tipo L (*50%) y tipo N (*30%), y en menor cantidad por los canales
tipo P/Q (=15%), lo cual es incluso similar a otras especies animales como son los gatos
ya que presentan porcentajes muy parecidos. Esta observacién es muy importante si
tenemos presente que dentro de las diferentes subpoblaciones de CCVD es el subtipo L
el que esta directamente relacionado con la secrecién de las vesiculas en las células
cromafines (Gandia, 1995; Lomax, 1997).

En el caso de las neuronas simpaticas del ganglio cervical superior las
subpoblaciones de CCVD presentes también son de los subtipos L, N y P/Q, pero en
diferentes porcentajes, si se compara con las células cromafines. En las neuronas
simpéticas se encuentra de forma predominante el canal de calcio subtipo N (*80%) y
en una mucho menor proporcion el subtipo L y el P/Q (=#20% entre ambas)(Regan, et.
al., 1991). Estas diferencias en el porcentaje de las subpoblaciones de canales de calcio
presentes en las células cromafines y en las neuronas simpaticas nos indican que ante
una despolarizacién el aumento del calcio intracelular podria presentar patrones
distintos, ademas de que ya ha sido reportado que la densidad y el patrén de expresiéon
de canales de calcio voltaje dependientes en células cromafines incrementa
posteriormente al tratamiento de estas células con el NGF (Morgado-Valle, 1998), pero
incluyendo el trabajo que se acaba de mencionar se conoce muy poco acerca de las

implicaciones de estas alteraciones sobre la sefializacion del calcio intracelular.
Por lo expuesto anteriormente se decidié explorar el comportamiento de la

dinamica de calcio intracelular ante una despolarizacién con alto potasio (140 mM, por

400 mseq) en las células cromafines a los diferentes tiempos en cultivo, y bajo los
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distintos tratamientos, asi como en las neuronas simpaticas para observar las

diferencias en los transitorios de calcio ante dicha despolarizacion.

Como podemos observar en la figura 9a y 9b los patrones de los transitorios de
calcio en las células cromafines son marcadamente distintos a los de las neuronas
simpdticas, tanto en la amplitud como en la cinética. Para cuantificar y poder comparar

de manera adecuada estos transitorios se realizaron los siguientes analisis:

a) Amplitud del transitorio (A[Ca*]), se obtiene a partir del punto maximo del
transitorio y se le resta el valor promedio de la basal (fig 9c), este dato nos indica la
concentracion maxima de calcio que se presenté en el interior de la célula, producto de

la despolarizacién de la membrana plasmatica.

b) Derivada del transitorio (d[Ca*]/dt), se calcula la derivada de todo el
transitorio y se toma el punto maximo de la derivada de la primera espiga (fig 9d), este
dato nos revela la velocidad maxima de entrada de calcio a la célula.

c) Area bajo la curva (A[Ca?"];

* 1), se calcula a partir de la integral del transitorio
de calcio, lo que nos indicara la cantidad total de calcio que se moviliz6 durante el

transitorio.

d) Velocidad de decaimiento de la concentracion de calcio (fig 9c, linea

], decae en un 63%.

continua), nos indica el tiempo en que la [Ca
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Figura 9. Transitorios de calcio inducidos por potasio alto (KCI 140 mM), y an:lisis de los mismos. A y
B, transitorios de calcio de una célula cromafin v de una neurona simpatica respectivamente. cada espiga
corresponde a una aplicacion de potasio de 400 ms. C. Analisis de la amplitud del primer transitorio de calcio.

(A[Ca? |,) = Valor méaximo del transitorio menos ¢l valor promedio de la concentracion basal de calcio. En el

primer transitorio también se calculd el valor de la constante de decaimiento (tau) con el ajuste de una
exponencial. D, Analisis de la derivada de los transitorios de calcio (d|(‘.a2‘|ifdl). para este analisis solo se
tomo el valor de la primera espiga.

Con base en lo explicado en el parrafo anterior se procedio a realizar el andlisis
de los transitorios de calcio por efecto de la despolarizacién con alto potasio en las
células cromafines en cada una de las condiciones experimentales, asi como en las
neuronas simpdéticas. Cabe mencionar que aunque se dieron tres pulsos de potasio con
una duracion de 400 mseg c/u s6lo se mostraran los resultados del analisis del primer
transitorio, esto debido a que al hacer un analisis discreto del segundo y tercer
transitorio se observa un comportamiento muy similar al primero, con la Unica diferencia
gue estos transitorios presentan una ligera disminucion en todos los parametros
cuantificados, lo que nos indica que podrian estar afectados por un proceso de
desensibilizacion, por lo que todos los resultados que se muestran a continuacién son

analizando Unicamente el primer transitorio.
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La figura 10A resume los resultados obtenidos de medir la amplitud del pico de
los transitorios de calcio, inducidos por una estimulacién con alto potasio, en las células
cromafines y en las neuronas simpaticas. Después de un dia en cultivo podemos
observar como las tres condiciones experimentales de las células cromafines no
presentan diferencias significativas entre ellas (p>0.53), teniendo como caracteristica
comun que la amplitud maxima en cualquiera de las tres condiciones es apenas 1/3 de
la amplitud de las neuronas simpaticas o de las cromafines neurogenizadas (ver tabla
2).

En el caso de las células con 5 dias en cultivo cabe hacer una aclaraciéon, como
se puede observar en la fig 10A la barra correspondiente al grupo control se encuentra
ausente, esto se debe a que durante los registros de las células de este grupo (n=26) se
encontré que estas no respondian a la estimulacién con alto potasio, s6lo algunas
células (n=4) de toda la poblacién respondieron con aumentos muy discretos de calcio,
que incluso se podrian interpretar como fluctuaciones de la basal y en otros casos los
transitorios de los tres pulsos se sobrelapaban dando la apariencia de un solo transitorio
en forma de meseta dificil de cuantificar de acuerdo a los pardmetros establecidos para
el andlisis de los transitorios. En los grupos DEX y NGF se observa que estos presentan
un aumento de casi el 100% en la amplitud de los transitorios pero sin alcanzar una

diferencia significativa con sus respectivos grupos con un dia en cultivo (p>0.16).

A los dias 10 y 15 se observa que tanto el grupo CON como el grupo DEX
muestran una disminucion en la media de la amplitud, mostrando valores muy similares
a un dia en cultivo. Podemos observar que en el grupo control el inico cambio que se
observo fue una disminucion continua conforme aumentaban los dias en cultivo. En el
caso del grupo DEX este presentd un aumento transitorio en los dias 5 y 10 de cultivo,
el cual fue casi el doble, pero sin presentarse diferencias significativas y regresando a
un valor muy similar al del primer dia en cultivo después de 15 dias. Cabe sefalar que
en el caso del grupo DEX a los dias 5 y 10 el valor del error estandar es elevado (+255
y +265, respectivamente), esto se debe principalmente a que en ambos tiempos
algunas células presentaron transitorios con muy baja amplitud (en un intervalo de 200
a 400 nM) muy parecidos a algunos transitorios encontrados en el grupo control a los 5

dias, lo que nos indica que esta caracteristica de ausencia de respuesta después de
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una despolarizacion no es exclusiva del grupo CON a los 5 dias sino que también se

encuentra en las células tratadas con dexametasona.
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Figura 10. Analisis de la amplitud de los transitorios de calcio inducidos por la depolarizacién con
potasio alto. A, Grafica de los valores promedio de la amplitud y los errores estandar para cada una de las
condiciones de cultivo a los diversos tiempos. B, Trazos representativos de los transitorios de calcio en
células cromafines tratadas con el NGF, donde podemos observar el aumento gradual y progresivo de la
amplitud.

En el caso del grupo tratado con el NGF se observa un claro incremento en la
amplitud de los transitorios, el cual es gradual y progresivo desde el primer dia en
cultivo hasta el dia 15 (fig. 10B). En los cultivos de células cromafines con un dia en
presencia del NGF la amplitud y la cinética de los transitorios es muy similar a la del
grupo control al mismo tiempo (fig. 9A), pero a partir del dia cinco se empiezan a

modificar ambos parametros asumiendo un patron cada vez mas parecido al de una
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neurona simpatica (fig. 9B), incluso se observa una correlacion casi lineal en los tres
primeros tiempos e incrementandose de manera importante el ultimo dia alcanzando un
226% de aumento con respecto al primer dia (fig. 10A)(ver tabla 2), analizando
estadisticamente la amplitud del dia 15 esta presenta diferencias significativas, tanto al
interior del grupo del NGF como cuando se compara con los otros grupos a los distintos
tiempos en cultivo (p<0.01), incluso mantiene una diferencia significativa marginal con la

amplitud de las neuronas simpéticas (p=0.04).

En el estudio de los transitorios de calcio inducidos por una despolarizacion, el
segundo paso fue examinar el valor maximo de la d[Ca®']/dt, esto se llevd a cabo
analizando la primera derivada de los registros de calcio y midiendo el valor al pico
durante el incremento del transitorio de Ca**. Este valor va a estar mas estrechamente
relacionado con la velocidad del influjo citoplasmico de calcio que con la amplitud del

transitorio de calcio (Song, et. al., 1998).

En la figura 11A se puede observar los efectos de los distintos tratamientos
sobre la velocidad de movilizacion del calcio a través de los canales de calcio voltaje
dependientes, siendo muy evidente la diferencia entre las células con el NGF y los
grupos CON y DEX. Analizando mas detalladamente el grafico podemos ver que la
tendencia en todos los grupos a los distintos tiempos fue muy similar a lo observado en
la grafica de la amplitud del transitorio (fig 10A) y también en el analisis del area del
transitorio (fig 11B), pero al cuantificar los porcentajes de aumento en el grupo tratado
con el NGF al dia uno y al dia 15, asi como entre el grupo con NGF y los otros grupos al
dia 15 encontramos diferencias importantes en los distintos andlisis. Por ejemplo, en el
caso de la derivada del primer transitorio el grupo NGF a los 15 dias aumento un 430%
con respecto del NGF a un dia y un 845% con respecto a los otros grupos a los 15 dias
de cultivo, y en el caso del area, al igual que la derivada, aumento un 200% y un 166%
respectivamente. Tomando estos datos, junto con los porcentajes de la amplitud (227%
y 275%, respectivamente) se puede ver claramente que los aumentos en la amplitud y
el area bajo la curva representan poco mas del doble, sin embargo, en el caso de la
derivada el aumento es mucho mayor, lo que nos indica que durante el proceso de
neurogenizacion de las células cromafines estas presentaron cambios importantes en la
dinamica de calcio ante una despolarizacion, pero ante todo se vio un cambio drastico

en la velocidad del influjo de calcio, lo que estd directamente relacionado con la
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expresion de los canales de calcio voltaje dependientes de la membrana plasmatica en

dichas células.
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Figura 11. Derivada y Area bajo la curva del primer transitorio de calcio. A, Derivada del aumento de
calcio después de la aplicacion de un pulso de potasio alto. B, Area bajo la curva del primer transitorio de
calcio. Ambos analisis se realizaron en las células cromafines bajo los distintos tratamientos y a los
diferentes tiempos de cultivo.

Al igual que el influjo de calcio en las células cromafines y en las neuronas
simpéticas la remocién de este i6n del citoplasma es de suma importancia dentro de los
procesos fisioldgicos que lo involucran, esto con el fin de evitar que dichos aumentos de
calcio se mantengan por periodos de tiempo prolongados y se altere de manera
significativa el funcionamiento de la célula. Para evitar que esto suceda las células
cromafines, al igual que otros tipos celulares, cuentan con mecanismos especializados

en la remocion de calcio del citosol, encontrandose entre los principales: la extrusion del
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calcio al espacio extracelular a través de ATPasas Na'/Ca*, la incorporacion de calcio
al reticulo endoplasmico por ATPasas de Ca?', el secuestramiento por proteinas
guelantes de calcio y la captura de este ion por parte de otros organelos, como es el
caso de las mitocondrias. En el caso de las células cromafines este ultimo mecanismo
es el mas importante dentro de los procesos de remocion del calcio intracelular,
pasando el papel de las ATPasas a un segundo plano (Park, et. al., 1996). Al igual que
en el caso de la dinamica de calcio ante una despolarizacion las caracteristicas de los
mecanismos de remocién del calcio intracelular en las células cromafines tratadas con
el NGF han permanecido sin ser exploradas. Bajo esta premisa se decidié analizar cual
es el comportamiento de los mecanismos de remocién de calcio en las células
cromafines bajo los distintos tratamientos y a los distintos tiempos, tomando como punto
de comparacion la velocidad de remocion del calcio en las neuronas simpdticas. Para
llevar a cabo este analisis se tomo en cuenta que después de una breve
despolarizacion de la membrana el rapido componente inicial del decaimiento se puede
ajustar adecuadamente con una funcion exponencial con una sola constante de tiempo
(v), y es a partir de este valor que se cuantifica la velocidad de remocién del calcio en

estas células.

En la figura 12A se muestran los resultados del analisis de la constante de
decaimiento. Como se puede observar en el grupo CON la t aumento conforme se
incrementé el nimero de dias en cultivo, esto significa que mientras mas tiempo
estuvieron las células en cultivo mas lenta se hacia la remocién de calcio del citosol,
tardando casi el doble de tiempo si se compara el dia quince con el primer dia en cultivo
(ver tabla 2), esta observacion es mas evidente si se compara con el grupo NGF con 15
dias y las neuronas simpaticas (fig 12B), incluso al interior de este grupo (CON) se
encontraron diferencias significativas entre los distintos dias en que se evalu6 esta

constante (p<0.03).

En el caso del grupo DEX el valor de la t se mantuvo constante en todos los
dias en que se registro, con excepcion del dia 10, en donde se observé un aumento de
~60% con respecto del resto de los valores, pero dicho retardo sélo fue transitorio ya

que para el dia 15 retorno a un valor similar a los dias 01 y 05.
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Figura 12. Constante de decaimiento (Tau) de los transitorios de calcio inducidos por depolarizacion. A,
Representacion grafica de la media £ el error estandar de las células cromafines en cultivo en los distintos
tratamientos. B, Trazos representativos de la constante de decaimiento en células cromafines del grupo control
(CON), con el factor de crecimiento nervioso (NGF), asi como de neuronas simpéticas (NS).

En el grupo tratado con el NGF se observo que desde el principio este mantuvo
valores rapidos de remocién del calcio, incluso muy similares a los tiempos observados
en las neuronas simpéticas. Si analizamos las tres condiciones de cultivo al primer dia
encontramos que entre estas no se presentan diferencias significativas (p>0.09), a
pesar del valor reducido del grupo NGF (3.4 seg.), pero si se pone de manifiesto que
hay una tendencia de este grupo a mantener valores bajos de la (t), no obstante que se
haya dado un aumento transitorio para el quinto dia de cultivo, pero sin presentar
diferencias significativas con el resto de los dias registrados (p>0.3). Si examinamos al

interior del grupo NGF, con excepcion del dia 5, los valores de la (t) son muy similares
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entre los distintos dias de registro (p>0.87), lo que indica que los mecanismos de
remocién de calcio se optimizaron desde el principio, y se mantuvieron a lo largo del
cultivo, y si incluimos a las neuronas simpaticas en este analisis encontramos que se
mantiene la homogeneidad de los valores de la (t) (p>0.75), siendo muy similares entre
las células tratadas con NGF y las neuronas, lo cual es mas evidente si se comparan los

ejemplos presentados en la fig 12B.

Después de analizar los transitorios de calcio inducidos por una despolarizacion,
podemos ver claramente que las células cromafines neurogenizadas, por efecto del
NGF, adoptan patrones de respuesta muy parecidos o casi similares a los presentados
por las neuronas simpaticas, no siendo asi el caso de las cromafines control o tratadas
con dexametazona, las cuales solo presentan cambios transitorios, pero que en general

regresan a los valores maostrados al inicio del cultivo.

TABLA 2
Dias en

Cultivo n Amplitud Derivada Area Tau
01 19 446.4 =+ 39.3 196.6 = 21.2 3244 + 332 587 =+ 1.09

05 26 + + + +
CON 10 23 364.6 == 47.9 139.9 = 225 3090 =+ 406 8.29 = 1.26
15 09 346.0 = 22.0 1196 = 7.5 4010 =+ 303 9.44 =+ 1.24
01 06 480.8 =+ 44.3 198.3 =+ 28.9 3603 =+ 446 571 =+ 0.75
DEX 05 17 928.6 =+ 255.4 388.1 =+ 1245 5188 =+ 1387 489 = 0.94
10 16 898.6 =+ 265.2 3547 =+ 120.3 7534 =+ 1601 8.44 =+ 1.42
15 17 5349 =+ 423 138.0 =+ 10.8 4704 =+ 392 5.33 + 0.49
01 10 6119 = 52.1 247.0 == 38.3 4123 =+ 332 34 = 0.14
NGF 05 17 913.6 == 62.1 500.7 =+ 44.0 6227 =+ 351 494 == 042
10 08 1269.2 =+ 198.9 646.5 =+ 125.3 8953 + 940 3.63 =+ 0.16
15 13 20004 =+ 171.4 | 1306.5 == 132.0 12513 =+ 972 3.66 =+ 0.15
NS <3 16 14644 =+ 350.3 | 11109 =+ 357.6 7994 =+ 1629 3.22 =+ 0.15
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Seccién |V: Alteraciones en la magnitud y en la cinética de la movilizacién de calcio

inducida por cafeina en las células cromafines.

Las células cromafines y las neuronas simpéticas, al igual que la mayoria de las
células eucariontes, poseen organelos que llevan a cabo la funciéon de servir como
reservorios de calcio, teniendo como caracteristica especial el permitir un rapido
intercambio de calcio. Estos reservorios, que corresponden a regiones especializadas
del reticulo endoplasmico liso, son las fuentes de calcio que ante un estimulo son
capaces de liberar el calcio que tienen almacenado y con ello inducir un incremento del
calcio intracelular, o en el caso de gue se presente otra fuente de calcio, por ejemplo del
entorno extracelular, contribuir al aumento de calcio en el citoplasma (Sui, 1994;
Kostyuk, 1994). Otra funcion, no menos importante, es servir como sumideros de calcio,
gue participan de manera activa en la terminacion de las sefales de calcio, esto a
través de incorporar el calcio citosélico al interior de dichos reservorios utilizando
ATPasas encargadas de transportar a este ion al interior, rellenando las pozas y
dejandolas listas para una posterior liberacion de calcio (Park, 1996). Los reservorios de
calcio pueden ser divididos en dos clases: los que se activan por el segundo mensajero
inositol 1,4,5-trisfosfato (InsPs), y los activados por el ADP ribosa ciclico (cADPR,
Fuirichi, 1994). Los reservorios que contienen el receptor sensible a InsP; van a liberar
el calcio que contienen en respuesta a este segundo mensajero, en el caso de las
células cromafines la generacion del InsP; proviene de la activacién del receptor
muscarinico de acetilcolina, principalmente, contando también con otros receptores que
pueden generar a este segundo mensajero (Ohta, 1996). En el caso de los reservorios
que liberan en respuesta al CADPR se sabe que poseen canales de liberacion de calcio
a los que se une el alcaloide rianodina con muy alta afinidad y son especificamente
activados por el alcaloide cafeina. Por lo tanto, la movilizacién de calcio inducida por
cafeina se asume es el resultado de la liberacion de calcio de reservorios intracelulares
a través de los receptores a rianodina que actllan como canales de liberacion de calcio
(Kuba, 1994; Usachev, 1993). En neuronas simpaticas, asi como en células cromafines,
esta via de liberacién de calcio ha sido ampliamente estudiada (Liu, 1991; Thayer,
1988), quedando de manifiesto importantes diferencias en la cinética y magnitud de la
liberacion de calcio en estas poblaciones de células (Cheek, 1993, Hernandez-Cruz,
1997).
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En el estudio de la caracterizacién de la respuesta de las neuronas simpéaticas
ante un estimulo de cafeina encontramos que el tipo de respuesta es de tipo bifasico,
siempre que se encuentren llenos los reservorios de calcio, la primera fase es en forma
de espiga y consta de un aumento rapido de la [Ca®'] alcanzando un pico y

posteriormente la [Ca®"];

decae exponencialmente para dar una segunda respuesta en
forma de meseta que se mantiene mientras dura el estimulo de cafeina, una vez que se
retira el estimulo el valor de la [Ca*]; regresa a su basal (fig 13B)(Hernandez-Cruz,

1997).

En las células cromafines la respuesta a cafeina es distinta (fig 13A). Ante un
pulso de cafeina 10 mM, y con una duracién de 30 seg., encontramos que solo se
observa un aumento discreto de calcio de aproximadamente un tercio, 0 menos, del
observado en las neuronas. La respuesta a cafeina no es inmediata, sino que se
observa un retrazo de varios segundos y después inicia el incremento de calcio. Sélo se
presenta un componente en forma de transitorio, con un aumento lento de la [Ca®']; y
disminuyendo también de forma lenta. Por dltimo, aun en la presencia de cafeina la
concentracion de calcio empieza a disminuir, regresando a su nivel basal o
manteniéndose ligeramente por encima de este. Con base en estas diferencias se
decidi6 explorar de manera mas detallada la respuesta a cafeina en las células
cromafines en cultivo durante el proceso de neurogenizacién para ver si esta respuesta
permanecia igual que en las células nativas o0 se asemejaba con el tiempo a la

respuesta de una neurona simpética.

Para llevar a cabo este estudio se dio a las células cinco pulsos de cafeina 10
mM con una duracién de 30 seg., se utilizé este protocolo en base a trabajos previos
(Hernandez-Cruz, 1997) y con el fin de poder tener un patrén de comparacion
adecuado. De los resultados obtenidos solo se discutiran los resultados obtenidos de la
respuesta de las células cromafines, en el caso de las neuronas simpéaticas sélo se
mencionaran algunas caracteristicas de dicha respuesta, pero se tomaran
principalmente como una respuesta de referencia 0 comparativa para las células
cromafines. De los cinco pulsos dados a las células sélo se analizara la respuesta del
primer pulso, esto obedece a que la respuesta a pulsos subsecuentes de cafeina se ve

afectada de manera importante por el nivel de calcio almacenado en los reservorios, el
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Figura 13. Transitorios de calcio inducidos por la aplicacién de cafeina. A, Transitorio de calcio en una
célula cromafin con 24 h en cultivo, que se caracteriza por ser de tipo lento y regresa a la basal aun en presencia
de cafeina. B, Transitorio de calcio en una neurona simpatica, en el cual se puede observar la respuesta de tipo
bifasico, primero en forma de espiga y posteriormente en forma de meseta, la cual regresa a la basal en cuanto
termina la aplicacion de cafeina. La barra de cafeina (Caf) corresponde a una aplicacién de 30 s de cafeina 10
mM.

cual se ira liberando conforme aumente el numero de pulsos sin tener un rellenado
eficiente de los mismos lo que afectara tanto la amplitud como la cinética del transitorio
de calcio (Hernandez-Cruz, 1997). El analisis que se realiz6 al transitorio inducido por
cafeina es el mismo que se aplicé a los transitorios de calcio inducidos por potasio, esto
es, se analiz6 la amplitud, la derivada, el &rea bajo la curva y la constante de

decaimiento del transitorio.

La figura 14 muestra los resultados obtenidos de medir la amplitud de los
transitorios de calcio (la diferencia entre el pico de la [Ca®'] y los niveles de la [Ca®];
basal), evocados por la aplicacion de 10 mM de cafeina. Cabe mencionar que dicha
amplitud sélo se midi6 en aquellas células que respondieron con un incremento por

arriba de la basal a la aplicacion de cafeina, esta aclaracion obedece a que algunas de
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las células no daban un aumento en la concentracién de calcio y por ende no era
posible cuantificar la amplitud del transitorio (p. €j. ver fig. 15B). En la fig 14 podemos
observar como en los primeros dias de cultivo todas las condiciones experimentales
presentan aumentos transitorios de calcio muy discretos, la mayoria en el rango de 50 a
250 nM, y sin presentar diferencias significativas entre ellos (p>0.33), y se observa lo

mismo a los dias cinco y diez en cultivo (p>0.23 y p>0.16, respectivamente).
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Ns  errores estandar para cada una de las
condiciones de cultivo a los diversos
tiempos, se incluye tambien la amplitud de
los transitorios en neuronas simpaticas.

Dias en Cultivo

Si analizamos la amplitud con base en el curso temporal por grupos
encontramos que en el grupo CON la amplitud de los transitorios durante los 15 dias en
cultivo siempre se mantiene en un intervalo muy reducido, de 15 a 76 nM (ver tabla 3), y
sin presentar diferencias significativas entre ellos (p>0.68). En el grupo DEX se observa
una tendencia a disminuir progresivamente la amplitud de los transitorios conforme
aumentan los dias en cultivo (ver tabla 3), de manera que para el dia 15 presenta un

valor promedio del transitorio de apenas 45 nM, lo cual equivale al 50% del valor de la
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basal en el mismo tiempo en cultivo, este dato nos sirve para darnos cuenta de los

transitorios tan pequefios que se presentan en este grupo de estudio.

En el caso del grupo tratado con el NGF observamos que hay un
comportamiento variable conforme pasan los dias en cultivo. En el primer dia en cultivo
se observa un valor promedio al mostrado en ese dia por los distintos grupos (fig 14), es
importante hacer notar que ante la aplicacion de cafeina en este dia de registro la

mayoria de las células dieron un aumento de la [Ca®'];

aunque fuera muy discreto o
pequefio (fig 15A). Para el dia cinco en cultivo el valor de la amplitud disminuye
aproximadamente a un tercio del valor del primer dia, esto debido a que muy pocas
células respondieron con un aumento de calcio, la gran mayoria no dio respuesta al
pulso de cafeina (fig 15B), esta observacion no fue exclusiva de las células tratadas con
el NGF sino que también en el grupo control se encontré6 un numero importante de
células que no respondian, dando registros muy similares al observado en la figura 15B.
Para el décimo dia en cultivo la liberacion de calcio aumenta de manera importante,
mas no significativa, con respecto al dia uno y cinco, representando un incremento del
140% y 590% respectivamente. Una observacién importante de este grupo con 10 dias
en cultivo es que para este tiempo muchas de las células ya presentan un fenotipo muy
similar al de las neuronas simpéticas, y al mismo tiempo algunas células ya empiezan a
responder con una amplitud mayor del transitorio inducido por cafeina, esto se puede
ver en el valor aumentado de la [Ca®"]; promedio, el cual se encuentra por arriba de la
media de los otros grupos, asi como también en un incremento del error estandar, lo
gue nos habla de la variabilidad dentro de este grupo (ver tabla 3). Esta variacion se
debe a que hay células que siguen respondiendo con un transitorio pequefio, muy
parecido al transitorio de las células con un dia en cultivo (fig 15C), mientras que otras
células lo hacen con un transitorio mucho mayor (fig 15D), que incluso empieza a
adoptar la forma de un transitorio de calcio inducido por cafeina en una neurona

simpatica (fig 13B).
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Figura 15. Transitorios de calcio inducidos por aplicacién de cafeina a los distintos tiempos en cultivo
en el grupo tratado con el NGF. En el dia 01 (A) se observan pequefios transitorios de calcio, los cuales
tienden a desaparecer para el dia 05 (B). Al dia 10 en cultivo (C y D) se observan dos tipos de respuestas,
sobresaliendo aquellas con un transitorio que ya empieza a adoptar la forma de espiga seguida de una
pequeiia meseta. Para el dia 15 (E) se observa un transitorio bifisico con una espiga y una meseta, respuesta
tipica de una neurona simpatica (ver fig 13B).

A los 15 dias en cultivo con el NGF se observa un cambio importante en la
amplitud y la cinética de la respuesta a cafeina. Al momento de la aplicacién se observa
un aumento en el transitorio de calcio dando una respuesta bifasica (fig 15E), siendo la
primera fase en forma de espiga y la segunda parte de la respuesta en forma de
meseta, muy similar a la presentada por las neuronas simpaticas (fig. 13B). Dicho
incremento del transitorio de calcio en valor numérico representa un aumento del

1200% con respecto del mismo grupo al primer dia en cultivo y presenta diferencias
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significativas con el resto de los grupos a lo largo del cultivo (p<0.0001), lo que nos

habla de un cambio radical en el transitorio de calcio.

En la comparacién con las neuronas simpéticas el grupo NGF a los 15 dias
presenta una amplitud mayor, pero sin alcanzar una diferencia significativa entre ambos
grupos (p=0.19). Lo que es mas notorio, y mas importante de sefialar, es como el
transitorio de las células cromafines neurogenizadas (fig. 15E) tiende a adoptar la forma
del transitorio de las neuronas simpaticas (fig 13B), dando también una respuesta de
tipo bifasico y presentando una amplitud y cinética muy similares. Esta observacién es
muy relevante ya que nos indica que las células cromafines, en el proceso de
neurogenizacion, no solo adoptan la morfologia propia de una neurona simpatica sino
gue también sufren cambios en la homeostasis intracelular de calcio que depende de la
liberacion de calcio de las pozas intracelulares, lo que nos habla de cambios a nivel

fisiol6gico en estas células.

Una comparacion de la velocidad de aumento (derivada) de los transitorios de
calcio inducidos por cafeina es mostrada en la figura 16. Como en el caso de los
transitorios inducidos por potasio (ver potasio figura 11A), los efectos del NGF sobre la
movilizacién del calcio a través de los canales sensibles a cafeina llega a ser mas

evidente cuando se analiza el pico de la d[Ca?"]/dt.

El grupo control y el grupo tratado con dexametasona muestran un
comportamiento constante durante los 15 dias en cultivo, caracterizado por un valor
discreto de la d[Ca®']/dt (ver tabla 3), y sin presentar ninguna diferencia significativa en
ambos grupos (p>0.71 grupo CON y p>0.84 grupo DEX), lo que nos habla de que en
estas células durante el tiempo en cultivo no se alteraron significativamente los
mecanismos por los cuales se da la liberacion de calcio de los reservorios intracelulares

ya que la velocidad de aumento se mantuvo constante.

El grupo tratado con el NGF al dia 01, 05 y 10 muestra un patron similar al de los
grupos CON y DEX, se observa un aumento muy discreto de la d[Ca**]/dt y no presenta
diferencias significativas con los otros grupos (p>0.49). Después de una exposicion
prolongada al NGF (15 dias) la forma de la respuesta a cafeina por parte de las células

cromafines llega a ser casi idéntica a la de las neuronas simpaticas. Estas
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modificaciones en la cinética de los transitorios inducidos por cafeina se reflejan en la
primera derivada (ver fig. 16), dando un aumento del 2400% si se compara con el grupo
CON y de un 1100% si se compara con el primer dia del grupo tratado con NGF, lo que
nos indica que los mecanismos que participan en el proceso de liberacién del calcio de
las pozas intracelulares a través de los receptores sensibles a cafeina se encuentran
aumentados y con ello se da un incremento en la velocidad con la que se libera el calcio

al citosol. Si comparamos los datos obtenidos del grupo NGF a los 15 dias en cultivo
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con los datos de las neuronas simpaticas encontramos gque estos son practicamente
idénticos (p=0.99, ver tabla 3), tanto en la forma como en los parametros cinéticos de la

respuesta, lo que nos dice que la velocidad con la cual aumenta la concentracion de

calcio en ambos tipos celulares es similar.
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Un dato interesante que se encontré en el registro de los transitorios de calcio, a
los 05 dias de cultivo, fue la disminucidn del valor promedio de los transitorios tanto en
el grupo control como en el grupo tratado con el NGF (ver fig. 14), aunque esta
reduccion no es estadisticamente significativa (p=0.63), debido a la variabilidad y al
pequefio nimero de los casos, esto nos conllevo a realizar un analisis mas detallado de
este fendmeno, encontrando a primera vista que en algunas células la aplicacion de
cafeina induce un transiente inhibitorio de la liberacion de calcio, en especial en la

primera semana de cultivo de las células.

Para evaluar de manera mas exacta esta caracteristica los datos fueron
analizados con el fin de determinar el area bajo la curva de los transitorios de calcio
inducidos por cafeina, esto es, calcular la integral en un lapso de 30 seg., (duracién del
pulso de cafeina) y con ello poder conocer la cantidad total de calcio que se movilizd en
el citosol durante ese periodo de tiempo, este parametro nos provee de informacion
sobre la cantidad total de calcio liberada por unidad de tiempo, este dato fue obtenido
por la integracion digital de los transitorios de calcio.

En la figura 17A se resumen los resultados de este andlisis. Sorprendentemente,
los resultados obtenidos de los registros del grupo CON muestran que, en promedio, la
integral temporal de la respuesta a cafeina fue inicialmente positiva (316 + 291.1 nM*s,
n=19), llegando a ser negativa después de 5y 10 dias en cultivo (-1595.1 + 449.2, n=26
y -=325.3 + 245.2, n=23, respectivamente), aunque estos valores no son
significativamente diferentes (p=0.18 y p=0.66, respectivamente), debido a la gran
variabilidad. Los valores negativos de la integral son explicados en un buen nimero de
trabajos, en los cuales se reporta que la cafeina mas que un aumento en el calcio,
produce un incremento transitorio discreto seguido por una reduccién, o bien
presentando una reduccién sostenida por debajo de la linea basal de la [Ca®]. En la
figura 17B se muestran ejemplos de los distintos transitorios que se encontraron a lo
largo del cultivo del grupo control. En estos ejemplos se observa claramente el
transitorio inhibitorio asociado con el pulso de cafeina (5 y 10 dias de cultivo), asi como
una respuesta discreta en forma de espiga que posteriormente disminuye por debajo de
la basal (15 dias). Estas respuestas paraddjicas estuvieron presentes desde el primer
dia en cultivo del grupo CON (31% de las células), llegando a ser mas frecuentes a los

5 dias (77% de las células), y disminuyendo gradualmente (43% al décimo dia), hasta
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gue estas desaparecen completamente al dia 15 en cultivo, siendo esta la razén por la

cual los promedios en los dias 5 y 10 son negativos en el grupo CON.
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Figura 17. Area bajo la curva de los transitorios de calcio inducidos por cafeina. Se calcul6 la
integral de los transitorios de las células cromafines bajo diversos tratamientos a los distintos
tiempos en cultivo. A, Media del drea de los transitorios. Es importante notar aquellos casos en
que se observan valores negativos (para explicacion ver texto). B, Trazos representativos del grupo
control a los distintos tiempos. Se observa la disminucion de calcio por efecto de la aplicacion de
cafeina durante 30 s. La linea punteada representa el valor promedio de la basal.

Los registros obtenidos en el grupo DEX son algo diferentes a los del grupo
CON. La integral temporal de los transitorios de calcio se encuentra aumentada el
primer dia de cultivo y decrece a los 5 y 10 dias de cultivo tornandose negativa después
de 15 dias en cultivo. Esta disminucion progresiva en la integral obedece a que

conforme avanzan los dias en cultivo las células expuestas a la dexametasona van
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disminuyendo su capacidad de responder a la cafeina, lo cual se visualiza claramente
en la amplitud de los transitorios inducidos por cafeina (fig 14 y fig 17A), los cuales son
cada vez menores conforme aumentan los dias en cultivo, pero sin llegar a presentarse
los transitorios inhibitorios observados en las células del grupo control (fig 17B) alos 5y
10 dias del cultivo. En el caso del cultivo a los 15 dias se observan algunos transitorios
inhibitorios de muy poca amplitud, sélo 6 células de 17 (35%) presentaron un valor de
calcio por debajo de la basal al aplicarseles la cafeina, pero estos valores fueron

suficientes para dar un promedio negativo en el analisis de este grupo (-702.3 + 668.7).

De las células tratadas con el NGF encontramos que el primer dia en cultivo
muestran un promedio mayor al grupo CON y DEX (ver tabla 3) pero sin presentar
diferencias significativas con estos grupos (p>0.1), para el dia 5 en cultivo este grupo
también presentd una disminucion del valor promedio del area bajo la curva, esto se
explica por que algunas células dan una respuesta pequefia, mientras que otras estan
ausentes de respuesta ante el pulso de cafeina (fig 15B), y aunque se observa una
ligera recuperacion al décimo dia esta no es significativa (p>0.5), a pesar de
encontrarse algunas respuestas que ya muestran un patron caracteristico de la
respuesta a cafeina (fig 15D) observada a los 15 dias por este mismo grupo (fig 15E).
Cabe mencionar que en este grupo experimental sélo en el quinto dia en cultivo se
encontraron los transitorios inhibitorios a la aplicacién de cafeina en tres células de 17
(17%), debido a esto el promedio de la integral en este punto de la gréafica es el mas
bajo de este grupo, pero sin presentar valores negativos o alguna diferencia significativa
con los dias 1 y 10 (p>0.15), por eso aunque disminuye el valor del calcio

transitoriamente este nunca alcanza valores cercanos a cero o negativos (ver tabla 3).

Para el dia 15 en cultivo se observa un incremento drastico en el area bajo la
curva de las células tratadas con el NGF. Este aumento, de casi un 300% con respecto
del primer dia en cultivo, se encuentra caracterizado por el hecho de que el transitorio
de calcio es muy parecido al que presentan las neuronas simpaticas a la aplicacion de
cafeina (fig 13B vs fig 15E), en el cual se observan los dos componentes de dicha
respuesta, en primer termino un transitorio rdpido en forma de espiga seguido por un
transitorio sostenido en forma de meseta, el cual desaparece al suspender la aplicacién
de cafeina. Si comparamos el valor de la integral en el grupo NGF a los 15 dias con el

valor de las neuronas simpaticas podemos observar que son muy similares entre si
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(p=0.7), lo cual viene a reforzar lo observado a lo largo del andlisis de los transitorios

inducidos por cafeina.

Este proceso de liberacion de calcio de las pozas intracelulares por parte de las
neuronas simpaticas ya fue estudiado y descrito en trabajos previos (Hernandez-Cruz y
col., 1997), y apoyados en este reporte podemos decir que los mecanismos de
liberacion de calcio de las pozas intracelulares en células cromafines neurogenizadas
por efecto del NGF son muy similares a los mecanismos presentes en las neuronas

simpaticas.

Por ultimo, y para completar el estudio de los transitorios inducidos por cafeina,
se analiz6 el valor de la constante de decaimiento (tau) en el transitorio del grupo NGF a

los 15 dias y el de las neuronas simpaticas, para compararlos y ver si son similares.

En la figura 18 se observa la grafica de estos valores para los dos grupos, como
podemos observar el valor de la tau para ambos grupos es similar, lo que nos indica
gue los mecanismos de remocion de calcio también se tornan parecidos en estos
grupos al igual que sucede con la tau en el caso de la remocion de calcio después de
un pulso de potasio (ver tabla 2 y fig 12).
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Figura 18. Constante de decaimiento (tau) de los transitorios de calcio inducidos por cafeina.
A, Trazos representativos de la exponencial de primer orden en una célula cromafin neurogenizada
Aa, y de una neurona simpatica Ab. B, Valores promedio de la tau en células tratadas con NGF a
los 15 dias de cultivo y de las neuronas simpéticas (NS).

TABLA 3
Dias en
Cultivo n Amplitud Derivada Area Tau
01 19 344 =+ 11.8 151 = 2.1 316 =+ 291 S/D
CON 05 26 159 =+ 13.8 289 =+ 31 -1595 =+ 449 S/D
10 23 473 =+ 9.8 246 =+ 2.8 -325 = 245 S/D
15 09 759 =+ 146 180 =+ 2.6 1038 =+ 148 S/D
01 06 156.5 =+ 52.3 317 = 7.3 2117 =+ 760 S/D
DEX 05 17 115.7 =+ 223 386 =+ 57 1150 =+ 431 S/D
10 16 1140 =+ 13.0 434 =+ 3.4 591 =+ 206 S/D
15 17 449 =+ 7.9 199 =+ 1.6 -702 + 668 S/D
01 08 849 =+ 26.3 319 =+ 6.2 3072 =+ 1343 S/D
NGE 05 17 292 =+ 8.2 13.7 = 21 861 =+ 337 S/D
10 08 201.4 =+ 108.0 48.1 == 21.8 1921 =+ 869 S/D
15 11 11296 =+ 60.2 380.6 =+ 27.3 11844 =+ 400 3.34 =+ 0.30
NS <3 16 991.8 =+ 216.7 380.7 =+ 106.3 12421 =+ 2835 3.88 =+ 0.39
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Seccién V: Cambios en la expresion del receptor de rianodina en células cromafines

expuestas al factor de crecimiento nervioso.

El receptor intracelular sensible a rianodina (RyR) se encuentra
distribuido en distintos érganos, y en algunos casos esta distribucion es un indicativo de
su correlacién con determinadas funciones (Sutko, 1996; Takeshima, 1993). El RyR tipo
1 fue el primero en caracterizarse, describiéndose su presencia en el musculo
esquelético, principal lugar donde se expresa y donde se puede encontrar en grandes
cantidades, de ahi deriva su nombre como receptor de rianodina esquelético; el RyR
tipo 2 se identificé y caracteriz6 en musculo cardiaco, por lo que se le denomina como
RyR cardiaco; y el tercer tipo de receptor o RyR-3 se identificé en cerebro por lo que se
le di6 el nombre de receptor de rianodina cerebral (Takeshima, 1993). Pero a la fecha
se ha reportado que los tres subtipos de receptores de rianodina se expresan en otros
tejidos distintos de los que fueron descritos inicialmente, por ejemplo el RyR-1 se
expresa en higado y en células de purkinje en cerebelo; el receptor tipo 2, ademas de
corazon, se encuentra principalmente en cerebro y en musculo liso, mientras que el
receptor tipo 3 se encuentra distribuido de manera heterogénea en distintos 6rganos
como son: rifién, pulmoén, estomago, intestino, testiculo, glandulas adrenales y ovario
(Giannini, 1995; Takeshima, 1993).

En el caso de las células cromafines el estudio de la liberacion intracelular de
calcio conllevo a la descripcion de la presencia de los dos tipos de receptores
intracelulares, tanto el de inositol trifosfato (IP3) como el de rianodina (Malgaroli, 1990),
pero desde sus primeras descripciones a la fecha sélo se han descrito de manera
genérica, sin detallar el subtipo de receptor de IP; 0 mas en especifico de rianodina
presentes en estas células. Respecto a las neuronas simpaticas la descripcion de los
mecanismos de liberacion de calcio mediada por receptores a rianodina indicaban la
posibilidad de que fuera el receptor tipo 2 el involucrado en este proceso, ya que la
liberacion de calcio que se presenta en estas células es conocida como liberacion de
calcio inducida por calcio, tipica de los RyR-2 (Kuba, 1994; Verkhratsky, 1996;
Hernandez-Cruz, 1997).

Como se demostré en la seccidon anterior las células cromafines modifican su

patron de liberacion del calcio intracelular conforme adoptan un fenotipo neuronal, lo
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gue puede ser un indicativo de que también hay cambios en la expresion de los canales
intracelulares que liberan calcio. En particular nos avocamos a investigar la presencia
del receptor sensible a rianodina, ya que los experimentos hechos con cafeina apuntan
directamente a este receptor como el responsable del cambio en la cinética de la
liberaciéon de calcio, por lo que resulta de suma importancia investigar su expresion

durante el proceso de transdiferenciacion de las células cromafines.

Como una primera aproximacion se utilizé rianodina acoplada a fluoresceina
para observar la presencia o ausencia del receptor de rianodina en las células de
estudio. Como se puede ver en la figura 19 las células cromafines con un dia en cultivo
presentan muy poca fluorescencia, lo que nos indica que esta poblacidon expresa el
receptor de rianodina en cantidades minimas, que incluso pueden ser indetectables por
esta técnica, mientras que las células neurogenizadas con 15 dias en cultivo aumentan
de manera importante la expresion de dicho receptor, siendo comparable con la
expresion del receptor en las neuronas simpaticas. Estos experimentos nos permiten
ver, de manera cualitativa, que si se presenta un cambio substancial en la expresion del
receptor de rianodina durante el proceso de neurogenizacion de las células cromafines

por efecto del NGF.

Célula Cromafin Célula Cromafin
01 dia en cultivo 15 dias en cultivo Neurona Simpatica

Figura 19. Expresion del receptor de ryanodina en células cromafines y en neuronas simpiticas.
Imagenes de microscopia confocal. Como marcador se utilizé la ryanodina acoplada a fluoresceina.

El siguiente punto a desarrollar en estos experimentos fue determinar el curso

temporal de la expresion del receptor durante el tiempo que permanecen las células en
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cultivo, con el fin de observar si hay un tiempo critico para el aumento en la expresion
de dicho receptor o si este incrementa su expresion de forma gradual con respecto del
tiempo en cultivo. Para lograr esto se utiliz6 de nuevo la rianodina acoplada al
fluoréforo, y se tomaron las imagenes con los mismos parametros que para la figura 19.
En la figura 20 se resume el curso temporal de dicha expresion, como podemos
observar en las imagenes de contraste de fases conforme aumentan los dias en cultivo,
en presencia del NGF, hay un cambio en el fenotipo de las células, adoptando un
fenotipo similar al de una neurona simpatica, y de la misma manera al observar las
imagenes correspondientes a la fluorescencia podemos ver como aumenta el marcado
por la rianodina fluorescente, lo que se puede interpretar como un aumento gradual y
progresivo en la expresion del receptor de rianodina durante la neurogenizacion de las
células cromafines, y si comparamos con las neuronas simpaticas podemos ver que
practicamente no hay diferencias ni en el fenotipo celular asi como en la expresion del

receptor de rianodina.

Los resultados presentados en las figuras 19 y 20 nos permiten concluir, de una
manera cualitativa, que durante el proceso de neurogenizacion se da un aumento
gradual en la expresion del receptor de rianodina, y que dicho aumento esta
intimamente relacionado con la adopcion del fenotipo neuronal, y que se puede vincular
también con el cambio en la dinAmica de liberacion de calcio por efecto de la cafeina.
En el caso del grupo control y el grupo dexametasona no se realizaron este tipo de
experimentos ya que como se menciono al inicio esto es solamente una aproximacion al
estudio de la expresion de dicho receptor, pero el estudio en estos grupos se abordara

en los siguientes experimentos.
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Simpaticas fenotipicos, asi como de la expresion del recep-

tor de rianodina en células cromafines a distintos
dias de cultivo con el NGF y su comparacion con
una neurona simpatica.

Hasta este punto podemos hablar del aumento en la expresion del receptor a
rianodina, pero estos experimentos no nos permiten diferenciar entre el subtipo de
receptor que esta aumentando, o si aumentan los tres subtipos de receptores. Para
poder diferenciar entre la expresion de cada uno de los subtipos se procedié a realizar

técnicas de inmunohistoquimica utilizando anticuerpos contra los tres subtipos de
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receptores de rianodina, estos anticuerpos fueron amablemente proporcionados por el

Dr. Anthony Lai, de la Universidad de Wales en el Reino Unido.

Para el analisis cuantitativo de la expresion de los subtipos del receptor de
rianodina se utilizé la técnica de inmunohistoquimica (ver materiales y métodos). Cabe
mencionar que se incluyd, como control negativo, el estudio de la expresion de dichos
receptores en la linea celular de ovarios de hamster chino (CHO), de la cual se sabe
gue carecen de los canales intracelulares sensibles a rianodina. Para estos
experimentos se consideraron los grupos CON, DEX, NGF y neuronas simpaticas. En
una primera serie de experimentos se tomaron Unicamente los cultivos de estos grupos

al primer dia y al dia 15.

En la figura 21 se presentan los resultados de la expresion de los subtipos del
receptor de rianodina en las diferentes condiciones. En el panel 21A podemos observar
la expresién del subtipo 1, del cual se observa que la expresion al primer dia en cultivo
es el doble o el triple que en el caso control (células CHO) en todas las condiciones,
pero a los 15 dias de cultivo se observa que disminuye su expresion en un 50% (grupo
NGF), o en un 70-75% (grupo CON y DEX) con respecto al primer dia en cultivo. En
todos los grupos se encontraron diferencias significativas entre el primer dia y el dia 15
(p<0.0001) lo que nos indica que la disminucion de la expresion del receptor de
rianodina tipo 1 puede ser un efecto directo del tiempo en cultivo de las células.

En el caso de la expresion del receptor tipo 2, (panel 21B) los valores
observados el primer dia en todas las condiciones de cultivo es muy similar al nivel
presentado por las células CHO (p=0.2), este resultado nos indica que las células
cromafines, al inicio del cultivo, practicamente no presentan el RyR-2 e incluso en el
caso de los grupos control y dexametazona so6lo aumenta ligeramente (25 y 20%
respectivamente) después de 15 dias en cultivo, presentando apenas diferencias
significativas (CON, p=0.04; DEXA p=0.038). En el grupo sometido al tratamiento con
NGF la expresion es muy distinta, al inicio se comporta de manera similar al grupo CON
y DEXA, pero después de los 15 dias en cultivo tiene un aumento del 400% en la
expresion de receptor tipo 2, este dato es de mayor relevancia si lo comparamos con la

expresion de este receptor en las neuronas simpaticas, en donde observamos que
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practicamente son similares los niveles de expresién, sin presentar diferencias
significativas (p=0.3).

A RyR-1
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) Figura 21. Expresion de los distintos subtipos del
L 34 receptor de ryanodina en células cromafines en las
< distintas condiciones de cultivo, solo se analizaron
o 27 los cultivos al primer dia y a los 15 dias, se grafica
1 - también la expresion de dicho receptor en neuronas
D [I simpdticas (N.S.) con fines comparativos. A,
0- cHo  CON Receptor de Ryanodina tipo 1 (RyR-1); B, Receptor

de Ryanodina tipo 2 (RyR-2) y C, Receptor de
Ryanodina tipo 3 (RyR-3).

Referente a la expresion del tipo 3 del receptor a rianodina podemos observar
(fig. 21C) que tanto la expresion al inicio del cultivo como a los 15 dias se mantiene
constante, si bien se presenta un ligero aumento en las tres condiciones experimentales
dicho incremento sélo presenta diferencias discretas sin llegar necesariamente a ser
significativas (0.03<p<0.06).

Si revisamos el caso de las neuronas simpaticas en estos experimentos

podemos observar que en la expresion de los tres subtipos de receptores, sélo en el
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caso del tipo 2 y del tipo 3 hay una diferencia significativa importante con respecto de
las células cromafines al inicio del cultivo (400% y 250% mayor respectivamente,
p<0.0001), mientras que en el caso del RyR1 la expresion de este receptor no cambia
significativamente (p=0.1), lo que nos indica que las neuronas simpéticas expresan
principalmente los subtipos 2 y 3 del receptor a rianodina, mientras que se encuentra
ausente el subtipo 1. Si lo analizamos estadisticamente, entre la expresion del subtipo 2
y 3 no hay diferencias significativas (p=0.32), pero si se encontraron diferencias de

estos con la expresion de subtipo 1 (p<0.001).

Con estos experimentos podemos concluir que el Unico subtipo del receptor de
rianodina que cambia por efecto de las condiciones experimentales, de manera
importante y concordante con la expresion en neuronas simpaticas, es el subtipo 2 en
las células cromafines que son tratadas con el factor de crecimiento nervioso. Con base
en esto procedimos a explorar el desarrollo temporal del aumento del RyR2 en las

células cromafines con NGF.

De manera similar se cuantificd la expresion de este subtipo en las células
control y en las expuestas a dexametazona, pero no se encontraron cambios

importantes durante los 15 dias que permanecieron en cultivo las células cromafines.

Los efectos del NGF sobre la expresion de dicho receptor en las células
cromafines en cultivo lo podemos ver en la figura 22. Al inicio del cultivo mantiene
niveles similares a las células CHO, esto indica que practicamente no hay expresion del
receptor en las células cromafines, con respecto de las CHO (p=0.5), pero a partir del
dia 5 se observa un incremento gradual en la expresion del receptor, observandose
diferencias significativas a partir de esta fecha (p<0.002 en todos los casos). Si
comparamos el incremento de la expresion al dia 15 con respecto del primer dia,
encontramos que la expresion aumenta en un 384% (1.11 vs 4.27), este incremento en
la expresidn alcanza niveles similares e incluso mayores que la expresion del RyR2 en
las neuronas simpaticas, inclusive no hay diferencias significativas entre las células con
NGF por 15 dias y las neuronas (p=0.4). Como dato adicional se cuantifico la expresion
de este receptor en células con 20 dias de cultivo en presencia del NGF, se observo
gue el aumento en la expresion continua, incluso por encima del valor de las neuronas

simpaticas, siendo un 45% mayor (5.81 + 0.28 vs 4.02 + 0.2). Con este resultado
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podemos concluir que el NGF incrementa de manera gradual y progresiva la expresion
del receptor a rianodina tipo 2 alcanzando niveles similares a los expresados por las

neuronas simpéticas con 2-3 dias de cultivo.
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Arbitrarias de Fluorescencia.

Dias en Cultivo

Otro dato importante que podemos obtener a partir de estos resultados es la
correlacion que existe entre la expresion del receptor a rianodina y la liberacién del
calcio de las pozas intracelulares, por efecto de la cafeina, en las células cromafines.
Para observar esto combinamos la grafica de la expresion del receptor a rianodina tipo
2 (fig 22) con la grafica de los patrones de respuesta de calcio inducidos por cafeina (fig
15). En esta grafica combinada (fig 23) podemos observar como en los primeros dias de
cultivo practicamente no hay liberacion de calcio de las pozas intracelulares, dia 01 y
05, observandose que la expresion del RyR-2 es nula (dia 01) o hay muy baja expresion
(dia 05), mientras que al dia 10 y 15 observamos como aumenta tanto la liberacion de
calcio como la expresién del RyR2, alcanzando para el dia 15 valores de expresién muy
similares a las neuronas simpaticas y de manera muy importante podemos observar
como también el patrén de liberacién de calcio es muy similar al de las neuronas
simpaticas, presentando las dos fases que se han descrito en estas ultimas, tanto la de

espiga como la de meseta.
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Figura 23. Comparacion de los patrones de secrecion de calcio por las pozas intracelulares ante un pulso de
cafeina (panel A) y la expresion del receptor a ryanodina subtipo RyR-2 (panel B) en células cromafines a
distintos dias de cultivo en presencia del FCN, se grafica tambien la respuesta y expresion de las neuronas
simpaticas. Las barras solidas debajo de los trazos del pancl A representan la duracion del pulso de cafcina.
U.A.F. = Unidades Arbitrarias de Fluorescencia.
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DISCUSION.

La homeostasis y la dinamica del calcio en las células excitables estan
determinadas principalmente por la naturaleza y la distribucion de proteinas con
funciones especificas en el manejo del Ca?", tales como los canales de calcio, los
buffers y las bombas de calcio, a la fecha se sabe muy poco sobre los factores que
influyen en la expresion temporal de estas proteinas tanto en el desarrollo como en las

neuronas maduras de los vertebrados.

En este estudio se intenta revisar los efectos del NGF sobre las células
cromafines de animales en etapa postnatal y con ello evaluar los posibles cambios en la
homeostasis de calcio asociada con la expresién de genes que le permiten a la célula

cromafin adquirir un fenotipo neuronal.

Perfiles caracteristicos de la homeostasis y dinAmica de calcio en células

cromafines y en neuronas simpaticas.

Los niveles basales de calcio en las células cromafines se encontraban
ligeramente elevados, al igual que en neuronas simpdaticas postnatales. Estos hallazgos
estan acordes con reportes en donde la [Ca?']; en reposo incrementa después de 24
horas de tratamiento con en NGF en NS de ratas neonatos. (Iltoh, 1998). EI NGF
también incrementa los niveles de la [Ca*"]; basal en células PC12 (Bush, 1991). La
[Ca®™], basal de neuronas en desarrollo, que se derivan de las cretas neurales, también
incrementa gradualmente durante su maduracion (Koike, 1991), esto es, que las células

cromafines mimetizan a las neuronas simpéticas inmaduras.

Las oscilaciones de la [Ca®], tanto espontaneas como inducidas por un
agonista, las cuales son caracteristicas de las células cromafines (Malgaroli, 1991;
D’'Andrea, 1993), dependen de la liberacion del calcio desde los reservorios
intracelulares sensibles al IP3 y posiblemente de la entrada de calcio (D’Andrea, 1996).

2+]i

En este estudio demostramos que las fluctuaciones espontaneas de la [Ca”"]; fueron

frecuentes en las células cromafines y practicamente ausentes en las neuronas
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simpaticas. De acuerdo con esto, la varianza sobre la media basal de la [Ca
veces mas elevada en las células cromafines que en las neuronas simpaticas. Esta
propiedad de las NS para mantener niveles bajos de la [Ca®']; ha sido previamente
reportada (Itoh, 1998), aunque estas pueden disparar oscilaciones espontaneas de
calcio si la sensibilidad de los canales que liberan calcio, tipo rianodina, se ve
incrementada (Malgaroli, 1990; Friel, 1992; Nohmi, 1992; Kuba, 1994; Itoh, 1998 y

Usachev, 1999).

Las neuronas simpéticas y las células cromafines muestran importantes
diferencias en la magnitud, velocidad de aumento y decaimiento de los transitorios de
calcio inducidos por una despolarizacién de la membrana plasmatica. Esta respuesta
fue 3.3 veces mas grande, se desarrollo 5.3 veces mas rapida y decayd
aproximadamente 2 veces mas rapido en NS comparadas con las células cromafines
(Ver tabla 1). Ademas, la movilizacion de calcio inducida por cafeina fue 28 veces mas
grande y se desarrollo 25 veces mas rapida en NS que en células cromafines (ver tabla
1). También, las respuestas a cafeina fueron mas pequefias y con forma de meseta en
las células cromafines, mientras que estas fueron mas grandes e involucraron

componentes transitorios y de liberacién sostenida en las NS.

Las bases para estas diferencias en la dindmica y la homeostasis de calcio
podrian residir en la expresién diferencial de los canales de calcio voltaje dependientes,
reservorios intracelulares de calcio sensibles a cafeina y en el secuestro de calcio y su
amortiguaciéon por proteinas citoplasmaticas. Estas propiedades, las cuales se
desarrollan autbnomamente en las células cromafines y en las neuronas simpaticas,
probablemente tienen funciones particulares en ambos tipos de células. Por ejemplo, las
oscilaciones espontaneas de calcio pueden explicar el alto nivel de secrecion de
catecolaminas no estimulada, tipico de las células cromafines (Malgaroli, 1991). Sin
embargo, como se demuestra en este estudio, el patron de la homeostasis y dinAmica
de calcio en células cromafines postnatales es plastico, esto es, sus caracteristicas no

son irreversiblemente determinadas.
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El abatimiento de las fluctuaciones espontaneas de calcio en células cromafines.

Jun indicador de la diferenciacion neuronal?

A los cinco dias de cultivo, las células cromafines del grupo control
incrementaron tanto sus niveles basales de la [Ca®'], asi como la frecuencia y la
amplitud de las fluctuaciones espontdneas. Después de este aumento inicial, la
actividad espontanea disminuye hasta que practicamente desaparece a los 15 dias de
cultivo. Mas all4 de los mecanismos que se involucran en la terminacion natural de las

fluctuaciones de la [Ca™"]

ya se ha demostrado que el NGF también inhibe estas
oscilaciones, posiblemente por que promueve la remocion de calcio. Esto no fue
aparente a los 5 dias en cultivo, mientras que el NGF casi desaparece la actividad
oscilatoria aumentada observada en las células cromafines control (fig 1b). En esta
observacion es interesante que el NGF también suprime las oscilaciones de la [Ca®*"]; en
neuronas simpdticas inmaduras después de la estimulacién con cafeina (Itoh, 1998). La
perdida de las fluctuaciones espontaneas en células cromafines puede ser la primera
indicacion de una reorganizacion de la homeostasis de calcio intracelular con miras

hacia una restructuracion con un fenotipo parecido a una neurona simpatica.

Las bases del aumento de los transitorios de calcio dependientes de voltaje

inducido por el NGF en células cromafines.

La amplitud y velocidad del aumento de los transitorios de calcio, en células
cromafines, inducidos por una despolarizacién incrementa gradualmente en presencia
del NGF. Estos cambios estdn mas relacionados con el aumento en la densidad de los
CCVD inducida por el NGF, reportado para las células cromafines (Morgado-Valle,
1998). En ese estudio la densidad de las corrientes de calcio aumento 2.9 veces
después de una semana de tratamiento con el NGF, comparado con el grupo control. Si
asumimos que el punto maximo de la derivada de la concentracion de calcio, con
respecto al tiempo, de los transitorios de calcio refleja mas fielmente la medida de lo
gue indica la entrada de calcio, el incremento en la densidad de la corriente se compara
favorablemente con el aumento de 5.3 veces en la derivada del calcio después de 15
dias de exposicion al NGF (ver tabla 1). Sin embargo, la magnitud y la cinética de los
transientes de calcio voltaje dependientes no dependen exclusivamente del influjo de
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calcio, sino que también interactian con la liberacion del calcio de los reservorios
intracelulares, asi como de su remocion. De esta manera, las alteraciones en la

contribucion relativa de estos mecanismos no pueden ser afirmadas a priori.

La taza de decaimiento de los transitorios de calcio inducidos por potasio
incrementa después del tratamiento con el NGF, sugiriendo que la remocién rapida del
calcio del citosol llega a ser mas eficiente. Estos hallazgos nos indican la posibilidad de
gue el mejoramiento de los transitorios de calcio dependientes de voltaje resultan de un
pobre amortiguamiento del calcio intracelular. En otras palabras, el tratamiento con el
NGF también incrementa la liberacion inducida por cafeina, favoreciendo con esto una
posible contribucién de la liberacion de calcio intracelular a la amplitud del transitorio de
calcio inducido por potasio. Esta posibilidad no puede ser afirmada contundentemente
con los datos del presente estudio aunque en trabajos previos en nuestro laboratorio se
demostr6 que la liberacion de calcio inducida por calcio (LCIC) contribuye
modestamente a los transitorios de calcio inducidos por potasio en las neuronas
simpaticas de rata (Hernandez-Cruz, 1990; 1997). Por ejemplo, durante el proceso de
maduracion de las células granulares del cerebro también se encontré que tienden a
presentar un incremento similar en los transitorios de calcio inducidos por
despolarizacion (Ciardo, 1991; Mhyre, 2000).

La taza de remocion del calcio intracelular en células cromafines aumenta
rapidamente después de un dia de cultivo en presencia del NGF. Este retrazo es
significativamente mas corto que la longitud del tiempo requerido para el desarrollo de
otros cambios reportados aqui, permitiendo la posibilidad de que la percepcién de este
tipo de cambios en la remocién de calcio no involucran la transcripcion de genes. Sin
embargo, existen numerosos reportes en donde los efectos después del tratamiento con
el NGF aparecen después de latencias que estan dentro del orden de minutos o unas
pocas horas. Estos incluyen cambios en la morfologia celular (Connolly, 1981),
elongacioén de las neuritas y movimientos del cono de crecimiento (Seeley, 1983), en la
entrada de calcio y movilizacién de calcio de los reservorios intracelulares (Jiang, 1999),
regulaciéon de las bombas Na+/K+ (Boonstra, 1982), en los intercambiadores Na+/Ca2+
(Pitchford, 1995), y en canales de calcio voltaje dependientes (Jia. 1999), asi como

cambios en la sintesis d aproximadamente 20 proteinas (Hondermarck, 1994). Estos
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cambios rapidos marcan un limite inferior para el tiempo necesario para que el receptor

del NGF genere las sefiales requeridas para estimular la transcripcién de genes.

Alteraciones en la cinética y en la amplitud de transitorios de calcio inducidos
cafeina en células cromafines después del tratamiento con el NGF. Una caracteristica

de la diferenciacién neuronal.

La presencia de los receptores de rianodina y reservorios intracelulares de calcio
sensibles a cafeina en neuronas ha sido ampliamente aceptada, aunque su papel
funcional permanece poco claro (Kostyuk, 1994; Kuba, 1994; Verkhratsky, 1996;
Usachev, 1999). Debido a que la cafeina es un activador muy efectivo de la liberacion
de calcio a través de los receptores de rianodina tanto en células cromafines como en
las neuronas simpaticas, decidimos explorar los cambios en la respuesta a la cafeina
resultantes del tratamiento con el NGF en las células cromafines. El objetivo de estos
experimentos fue determinar si la adquisicion del fenotipo neuronal esta asociado con
una reorganizacion funcional de los reservorios intracelulares de calcio. Como se
demostrd, la liberacion de calcio de los reservorios intracelulares de calcio fue, en
promedio, 14 veces mas grande y se desarroll6 21 veces mas rapido en las células
tratadas con el NGF que en las células cromafines carentes del NGF. Esto sugiere que
el contenido de calcio liberable en los reservorios o la densidad de receptores a
rianodina, 0 ambos, se incrementan después de la exposicion al NGF. Las propiedades
de los receptores a rianodina también se pueden ver afectadas. La respuesta a cafeina
de las células cromafines tratadas con el NGF no sélo incrementaron en tamafio, sino
gue estas células también mostraron un pico en forma de transitorio seguido de una
liberacion lenta y sostenida. En las neuronas simpaticas, el componente de liberacion
transitoria involucra un proceso regenerativo del tipo todo o nada, sostenido por la LCIC
(Hernandez-Cruz, 1997). La aparicidbn de un componente de liberacion transitoria muy
prominente en las células cromafines es por lo tanto el mas relevante hallazgo del
presente estudio. En el contexto del presente trabajo, esta condicion parece ser una

caracteristica muy relevante de las presentadas por las neuronas simpaticas.

De los distintos elementos que pueden determinar el cambio en el tamafio de las

respuestas a cafeina, nosotros soélo estudiamos el patrén de expresion de los
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receptores a rianodina por técnicas de inmunohistoquimica, la cual esta relacionada con
la densidad de expresion de los receptores a rianodina. En el grupo de las células
tratadas con el NGF los niveles de inmunomarcaje de los receptores a rianodina tipo 2
(pero no los del tipo 1 o 3), incrementaron concomitantemente con el tamafio de la
respuesta de calcio a la cafeina, sugiriendo una estrecha relacion entre la expresion de
la isoforma del receptor a rianodina cardiaco y la liberacion de calcio tipo “neuronal”. Sin
embargo, debe de notarse que la inmunofluorescencia del RYR2 también incrementa
transitoriamente al dia 5 en el grupo control, sin un incremento paralelo en la respuesta
a cafeina. El significado de este incremento transitorio en la inmunofluorescencia del

RYR2 es dificil de interpretar sin informacién adicional.

Los cambios en la inmunoreactividad del RYR2 y la respuesta a cafeina en
células cromafines tratadas con el NGF no fueron linealmente correlacionados,
particularmente a los ultimos dias en cultivo. Inicialmente la inmunoreactividad de RYR2
incrementd, mientras que la respuesta a cafeina permanece muy disminuida o incluso
decrement6. Entonces, en el breve lapso de tiempo entre el dia 10 y el dia 15 la
inmunoreactividad del RYR2 incrementa en un 63%, mientras que la amplitud y la
velocidad maxima de la derivada de la respuesta a cafeina aumento entre un 430 y 600
% respectivamente. Nosotros especulamos que esta conducta puede resultar de la
naturaleza regenerativa de la LCIC. Con esto, nuestros resultados son consistentes con
la nocion de que la diferenciacion neuronal involucra tanto un incremento en la sintesis
del RYR2 y en un mejoramiento entre el acople funcional de estos resultando en la
LCIC con una ganancia de retroalimentacion. Indudablemente esta posibilidad nos

reserva la posibilidad de realizar experimentos posteriores.

Significancia de las deflexiones inducidas por la cafeina en la linea basal de

calcio.

Mas all4 de la estimulacion que libera calcio, la cafeina promueve el recambio de
calcio, tanto por la deplecion indirecta de los reservorios (Cseresnyeés, 1997), o bien por
la estimulacién las ATPasas de calcio del reticulo endoplasmico (Orkand, 1995). Este
aumento del recambio de la cantidad de calcio es sobresaliente visto inmediatamente

después del término de la aplicacion de cafeina (Friel, 1992b; Nohmi, 1992; Orkand,
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1995). De acuerdo con esta idea, la magnitud y la cinética de los transitorios de calcio
inducidos por la cafeina estan determinadas por la contribucion de dos procesos

opuestos de la movilizacion del calcio.

Las células cromafines expuestas al NGF por mas de 10 dias mostraron un gran
incremento en la movilizacién de calcio inducida por cafeina. Sin embargo, después de
5 dias en la presencia del NGF, la amplitud de los transitorios de calcio disminuyeron
cuando se comparan con las células con un dia de cultivo con el NGF. De manera
similar, el area bajo el transitorio también disminuy6 después de 5 y 10 dias en cultivo
con el NGF. El nimero de células que mostraron esta respuesta de disminucién, por
efecto de la cafeina, es mas grande en el grupo control después de 1y 5 dias, mientras
gue el NGF redujo la frecuencia de este tipo de respuestas. Una posible explicacion
para estas observaciones es que las acciones de la cafeina sobre la movilizacién del
calcio intracelular evolucionan de manera diferencial in vitro bajo las distintas
condiciones experimentales. Asi, la conducta bifasica mostrada por las células
cromafines tratadas con el NGF pueden resultar de una transiciéon funcional, mientras
gue el recambio estimulado por la cafeina se mantiene prevalente a tiempos tempranos
de la diferenciacién neuronal, y la liberacién de calcio inducida por cafeina llega a ser el
mecanismo dominante en tiempos mas prolongados. Tratar de entender la naturaleza
del proceso que involucra la contribucion relativa de estos mecanismos opuestos

requiere futuras investigaciones.

El rapido decaimiento de la [Ca®'] se observé inmediatamente después de la
liberacion de calcio inducida por cafeina en neuronas simpaticas de anfibio como
resultado de la activacién de un mecanismo rapido de recambio denominado transporte
de calcio activado por la liberacion de calcio (RACT; Cseresnyés, 1997). Con esto se
podria argumentar que con un incremento en las proteinas responsables del RACT se
pueden explicar las respuestas de disminucion del calcio producida por la cafeina
observada en las células cromafines entre los dias 5 y 10 en cultivo. Mas alla del hecho
de que no se ha demostrado la presencia de las RACT en células cromafines, nosotros
creemos que esta posibilidad es improbable, principalmente por dos razones. Primero,

la activacion de las RACT requiere de un incremento local de la [Ca®);

muy cerca del
reticulo endoplasmico (Cseresnyés, 1997). Sin embargo, ninguna o muy poca liberacion

de calcio precede a todas las disminuciones de calcio después de la aplicacién de la
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cafeina. Segundo, las RACT disminuyen significativamente durante largas aplicaciones
de cafeina, presumiblemente por que presenta una alteracion en el mecanismo de
transporte (Cseresnyés, 1997). Sin embargo, el decremento en la [Ca®']; por debajo de
la linea basal en las células cromafines ocurre durante la aplicacion de la cafeina,
cuando las RACT deben de estar inhibidas. Una reduccion del aumento de la [Ca?']; fue
a menudo observada después de que termina la aplicacion de la cafeina, apoyando la
idea de que los incrementos del recambio de la [Ca*] se desarrollan durante la

aplicacion de la cafeina, no después.

¢La diferenciacion neuronal soélo involucra un mejor desempefio de funciones

gue ya estan presentes en las células cromafines?

La diferenciacién neuronal inducida por el NGF en las células cromafines
involucra un incremento de la funcién de los CCVD, de los canales que liberan calcio y
de los mecanismos de remocion de calcio. Todas estas funciones estan presentes, al
menos de una manera rudimentaria, en las células cromafines postnatales. Una
pregunta que puede surgir es si la diferenciaciéon involucra la aparicion de nuevas
propiedades, o si simplemente consiste en el aumento de las funciones preexistentes.
En el caso del influjo de calcio por los canales operados por voltaje o la remocién de
calcio, la respuesta probablemente puede ser que su participacién simplemente llega a
ser mas conspicua. Sin embargo, en el caso de la movilizacion de calcio inducida por
cafeina, se puede argumentar que diferentes propiedades de tipo cualitativo aumentan

llegando a ser que esta contribucién se incrementa inmoderadamente.

La interaccion entre los RyRs vecinos es de suma importancia en los modelos
de LCIC, indicando que estos estan lo suficientemente cercanos uno a otros de tal
manera que responden de manera global y general a la liberacion de calcio. Por lo
tanto, se ha propuesto en modelos tedricos que las interacciones mediadas por calcio
entre los RyR vecinos llega a ser altamente cooperativa cuando su densidad sobrepasa
un nivel critico (Stern, 1992). El surgimiento de este fendmeno de liberaciéon de calcio
regenerativo en células cromafines sugiere el desarrollo de interacciones mas
significativas entre canales de liberacion vecinos. El desarrollo de esta nueva

caracteristica tiene profundas implicaciones en su habilidad de amplificar los estimulos
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mediados por las sefiales intracelulares de calcio. Estudios adicionales son necesarios
para probar esta hipétesis, pero si nuestro intento de interpretacién es correcto, es
posible tomar una ventaja de este modelo de diferenciacion in vitro para examinar
directamente los posibles cambios en la microarquitectura de los reservorios de calcio

asociados con el apoyo de la LCIC en gran escala.

La hipdtesis principal que enmarco al presente estudio es que los cambios en la
homeostasis y dinamica de calcio en las células cromafines diferenciadas recapitulan
los cambios que ocurren durante la maduracién de las neuronas simpaticas in vivo. De
esta manera, uno puede especular que el incremento tardio de la LCIC mediado por el
incremento en la expresion de los RYR2 puede ser crucial en la diferenciacion de las
neuronas ya que les permite responder a las sefiales medioambientales, asi como para
generar sefales localizadas de calcio. La LCIC también puede permitir que se originen
sefales desde una region celular pequefia y que se propaguen a una region mucho mas
grande en el citosol. Por ejemplo, en neuronas espinales de anfibio y en neuronas de la
raiz del ganglio dorsal, la LCIC participa direccionando la sefial de los transitorios de
calcio hacia el nucleo (Holliday, 1991; Spitzer, 1994; Utzschneider, 1994).

En neuronas simpéticas postnatales, la CICR parece estar asignada a favorecer
la amplificacion de las sefiales de calcio originadas de los reservorios intracelulares
como son los reservorios sensibles a IP3 y RYR, implementando asi una sefial que
intensifica los gradientes generados por la liberacion de calcio inducida por un agonista.
Es concebible que el desarrollo del RyR tipo cardiaco pueda llevar a cabo funciones

similares en células cromafines tratadas con el NGF.
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Abstract

Postnatal sympathetic neurons (SNs) and chromaffin cells (CCs) derive from neural crest precursors. CCs can differentiate in vitro
into SN-like cells after nerve growth factor (NGF) exposure. This study examines changes of intracellular Ca%* homeostasis and
dynamics of CCs under conditions that promote a neuronal phenotype. Spontaneous Ca2* fluctuations, a frequent observation in
early cultures of CCs, diminished after > 10 days in vitro in control cells and ceased in NGF-treated ones. At the same time, Ca%*
rises resulting from entry upon membrane depolarization, gradually increased both their size and peak d[Ca®*]/dt, resembling
those recorded in SNs. Concomitantly, caffeine-induced Ca®" rises, resulting from Ca®" release from intracellular stores,
increased their size and their peak d[Ca®*]/dt by >1000%, and developed transient and sustained release components, similar to
those of SNs. The transient component, linked to regenerative Ca?* release, appeared after >10 days of NGF treatment,
suggesting a delayed steep enhancement of Ca®*-induced Ca®* release (CICR). Immunostaining showed that proteins coded by
the three known isoforms of ryanodine receptors (RyRs) are present in CCs, but that only RyR, increased significantly after NGF
treatment. Since the transient release component increased more steeply than RyR, immunostaining, we suggest that the
development of robust CICR requires both an increased expression of RyRs and more efficient functional coupling among them.
NGF-induced transdifferentiation of chromaffin cells involves the enhancement of both voltage-gated Ca?* influx and Ca* release
from intracellular stores. These modifications are likely to complement the extensive morphological and functional reorganization

required for the replacement of the endocrine phenotype with the neuronal one.

Introduction

Adrenal chromaffin cells (CCs) and sympathetic neurons (SNs)
derive from committed neural crest sympathoadrenal precursors
(Patterson, 1990). During development, the exposure of these
precursors to fibroblast growth factor and nerve growth factor
(NGF) induces a neuronal phenotype whereas the presence of
glucocorticoids in the adrenal gland inhibits neuronal differentiation
and induces the chromaffin phenotype (Doupe et al., 1985; reviewed
by Anderson, 1993). CCs, even those derived from adult animals,
retain the capability to divide in vitro, and adopt a neuronal
phenotype upon exposure to NGF and other growth factors (Tischler
et al., 1993). Differentiation into SN-like cells includes a variety of
morphological, physiological and biochemical changes (Unsicker
et al., 1978; Doupe et al., 1985; Tischler et al., 1993; Islas-Sudrez
et al., 1994). It is important to fully understand the extent of
alterations induced by NGF, as they could be relevant to neuronal
differentiation of the sympathoadrenal lineage in vivo.

CCs have been used as a model for understanding the relationship
between intracellular Ca>* levels and secretion. Thus, their intra-
cellular Ca** homeostasis and dynamics have been extensively
examined (O’Sullivan et al., 1989; Neher & Augustine, 1992; Park
et al., 1996). To some extent, these aspects have also been studied in
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the soma of postnatal SNs (Thayer et al., 1988; Hernandez-Cruz et al.,
1990, 1995, 1997; Friel & Tsien, 1992a, b; Nohmi et al., 1992b).
Significant differences between these phenotypes have been docu-
mented, although a direct comparison under the same experimental
conditions has not been conducted. Also, changes in voltage-gated
Ca** influx during neuronal differentiation of CCs and pheochromo-
cytoma-derived PC12 cells have been reported (Morgado-Valle ef al.,
1998; Jia et al., 1999), but the effects on Ca®* homeostasis and
dynamics have not been examined. The hypothesis for this work is
that CCs must undergo substantial adaptations in their Ca?* handling
mechanisms, from a pattern suitable to the endocrine function, to one
more appropriate for the neuronal phenotype.

Here, we examined the effects of NGF on Ca** homeostasis and
dynamics of CCs during the progression to a neuronal phenotype.
These include Ca®* mobilization induced by intracellular Ca>* release
and voltage-gated Ca®" influx. We also examined the immunor-
eactivity of the three subtypes of ryanodine receptors (RyRs). NGF-
induced differentiation of CCs into SN-like cells involves an
enhanced participation of voltage-gated Ca** influx and Ca** release
from intracellular stores, as well as an increased immunostaining of
the cardiac isoform of the ryanodine receptor (RyR,). These changes
in Ca®* signalling concur with a variety of functional and anatomical
adaptations known to occur during neuronal differentiation in vivo.
Some of these results have been presented in abstract form (Jiménez
& Hernandez-Cruz, 1998).
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Materials and methods

Tissue culture of chromaffin cells

Adrenal tissue was obtained from 10-day-old rats, according to
methods described by Islas-Sudrez er al. (1994). Adrenal glands from
15 rats per experiment were excised after ether anaesthesia and
cervical dislocation. Medullae were incubated in Ca®*/Mg**-free
Hanks (pH = 7.4, Gibco, Life Technologies, Rockville, MD, USA)
with 2 mg/mL collagenase type 1 (Worthington Biochem. Corp.,
Lakewood, NJ, US) and 2 mg/mL DNase type 1 (Sigma Chemical
Co., St Louis, MO, USA) for 30 min at 37 °C. After incubation,
tissue fragments were triturated with a fire-polished siliconized
Pasteur pipette. The cell suspension was centrifuged and the pellet
was washed twice and resuspended in fresh Dulbecco’s modified
eagle medium (DMEM, Gibco) supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS, Gibco), 2 mM L-glutamine (Sigma), 4.5 mg/mL insulin
(Sigma) and penicillin—streptomycin (Gibco; control culture med-
ium). Cells were plated in 12-well cell culture plates (1 X 10° cells
per well; Costar Corning, New York, NY, USA) on poly L-lysine-
treated (Sigma) number 1 round glass coverslips (Thomas Scientific,
Swedesboro, NJ, USA), and maintained for up to 2 weeks either in
control medium, or in medium supplemented with 100 ng/mL of 7S
NGF (Alomone Labs, Jerusalem, Israel), at 37 °C in a humidified
atmosphere (95% air and 5% CO,). Culture medium was changed
three times per week.

Tissue culture of rat sympathetic neurons

Cultures of superior cervical ganglion neurons were prepared as in
Hernandez-Cruz et al. (1997). Briefly, ganglia from 10-day-old rats
were removed under aseptic conditions after ether anaesthesia and
cervical dislocation. After cleaning and chopping, they were
incubated in Ca®*/Mg>*-free Hanks with 1 mg/mL trypsin
(Worthington) and 2 mg/mL DNase I for 30 min at 37 °C. After
digestion, trypsin was inactivated by dilution in DMEM containing
10% FBS and 1 mg/mL trypsin inhibitor (Sigma), and the tissue was
incubated in Hanks with 2 mg/mL collagenase and 2 mg/mL DNase I
for 30 min at 37 °C. After trituration with a Pasteur pipette, the cell
suspension was centrifuged, washed twice in Hanks and resuspended
in fresh control culture medium. Cells were seeded on poly L-lysine-
treated number 1 round glass coverslips (1 X 10 cells per well), and
maintained in control culture medium supplemented with 20-50 ng/
mL of 7S NGF at 37 °C in a humidified atmosphere of 95% air and
5% CO,. Culture medium was changed three times per week. Most
experiments were carried out with cultures less than 5 days old.

Culture of Chinese hamster ovary cells

Chinese hamster ovary (CHO) cells (CHO-K1, Chinese Hamster
Ovary; American Type Culture Collection number ATCC CCL61
from Crisetulus griseus, a gift from Dr Bernardo Rudy), were
cultured in o-MEM (Gibco) supplemented with 10% of FBS in the
presence of penicillin and streptomycin at 37 °C in a 95% O, with
5% of CO, atmosphere in 100-mm diameter culture dishes (Costar).
When the cells were confluent, the monolayer was detached with
trypsin-EDTA (Gibco) for 1 min and the cells resuspended in -
MEM containing 10% of FBS and plated at a 1 : 10 dilution in new
100 mm dishes or in number 1 glass coverslips. The medium was
changed every 2 days and the cells passed every 4 days.

Measurements of intracellular Ca®?* concentrations

Methods are described in detail elsewhere (Hernandez-Cruz et al.,
1997). Briefly, a coverslip containing either CCs or SNs was
transferred to a recording chamber (Mod. RC-25, Warner

Instruments, Hamden, CT, USA) placed on an inverted microscope
(Nikon Diaphot TMD, Nikon Corp., Tokyo, Japan). Cells were
loaded with fura-2 by incubation for 3045 min at room temperature
with 2 um fura-2 AM (Molecular Probes, Eugene, OR, USA), with no
dispersing agents added. Cells were then rinsed with dye-free
recording solution for 15 min before the beginning of the experi-
ments.

Ca®" levels were determined by recording with an UV objective
(Nikon UV-F 100X, 1.3 NA) and an intensified CCD camera (c2400-
87, Hamamatsu, Bridgewater, NJ, USA), pairs of images using
alternating illumination by two nitrogen-pulsed lasers (Laser Science
Inc., Franklin, MA, USA), tuned at 340 nm and 380 nm excitation,
respectively. The sampling rate (340 : 380 ratio) was 2.5 Hz.
Background images taken at 340 and 380 nm illumination were
used for online background subtraction. Image acquisition and
processing was controlled with BioLase’s FL-2 software (BioLase
Imaging, Newton, MA, USA). [Ca**); determinations from the soma
of individual cells were calculated using the formula:

[Ca®" |; = Kp (F/Fy)R — Rpin)/(Rmax — R)

where the dissociation constant (Kp) of fura-2 for Ca>* is 300 nM, Fy/
Fy is the ratio of fluorescence values for Ca®-free/Ca**-bound
indicator at 380 nm excitation, R is the fluorescence ratio at 340/
380 nm for the unknown [Ca®*], and R,,;, and R, are the ratios of
fura-2 fluorescence at 340/380 nm of Ca>*-free and Ca>*-bound fura-
2, respectively. The values of Fi/Fy,, Ry, and Ry, for Ca>* were
empirically determined using calibration solutions containing 50 uMm
fura-2 pentapotassium salt (Molecular Probes), and [Ca®*]; in the
range 0—40 pM. Baseline [Ca®*]; was defined as the time-averaged
[Ca®"]; measured in the absence of stimulation over a period of
5 min. The variance over the mean (VOM) of baseline [Ca2+]i was
also determined from these data. The peak amplitude of the Ca®*
transients was measured as the difference between the absolute peak
[Ca®*); and the resting baseline [Ca®*];. Ca®* transients were further
analysed by digitally computing the first derivative of the Ca®*
records (d[Ca®*]i/dt). The peak value was measured during the
upstroke of the Ca®* transient. The area under the curve (integral) of
the Ca®* transient was also digitally computed. Data processing was
accomplished with routines contained in Origin 3.78 (Microcal
software, Northampton, MA, USA).

Solutions

Cells were continuously superfused (= 1 mL/min) with a recording
solution containing (in mMm) NaCl 130, KCI 3, CaCl, 2, MgCl, 2,
NaHCOj; 1, NaH,PO4 0.5, HEPES-Na 5, and glucose 5 (pH = 7.4
with NaOH). Test solutions were pressure-applied (10 p.s.i.) via
independent glass puffer pipettes (tip diameter =2 um) placed within
100 pm from the cell(s) under examination. Application of test
solutions and drugs was controlled by two Picospritzer II devices
(General Valve, Fairfield, NJ, USA) governed by an 486/AT
computer running pClamp 5.1 (Axon Instruments, Foster city, CA,
USA). Test solutions used were: (i) a depolarizing solution containing
140 mMm KCI, 10 mM HEPES-Na and 10 mm CaCl, (pH = 7.4), and
(ii) 10-mM caffeine dissolved in normal saline. A protocol was
designed to examine the contributions of voltage-gated Ca®* influx
and Ca”" release from intracellular stores; following a 5-min baseline
recording, the cells were stimulated by three puffer applications of
depolarizing high K* solution (10 p.s.i.; 400 ms, 30 s intervals).
Then, a new baseline recording of 2 min was obtained, and caffeine
10 mm pulse was applied with the second puffer pipette (10 p.s.i.;
30 s). The rationale for this protocol was to ensure that Ca®* stores
were completely full when caffeine was applied. As shown
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previously in SNs (Hernandez-Cruz et al., 1997), both the magnitude
and peak rate of raise of caffeine-induced Ca®* release reach
saturation after three to four conditioning depolarizing pulses.
Experiments were carried out at 22-23 °C.

Immunocytochemistry
Antibodies

Primary antibodies used were: antiskeletal muscle ryanodine receptor
(anti-RyR;); sheep polyclonal IgG; antibrain ryanodine receptor
(anti-RyR3); goat polyclonal IgG (both from Upstate Biotechnology
Inc., New York, NY, USA), and anticardiac ryanodine receptor (anti-
RyR,; mouse monoclonal antibody; a gift from Drs Myrna Dent and
Anthony Lai). Secondary antibodies used were: for anti-RyR;, FITC-
labelled rabbit antisheep whole IgG (H + L chain) (Zymed, San
Francisco, CA, USA); for anti-RyR,, FITC-labelled goat antimouse
IgG (H + L) (Sigma ImmunoChemicals) and for anti-RyRj3, FITC-
labelled rabbit antigoat IgG (H + L) (Zymed).

Immunostaining

Cultures were grown under the specified conditions and then fixed in
4% paraformaldehyde (Sigma) for 30 min and washed three times
with phosphate-buffered saline (PBS). Then, they were incubated
with a PBS blocking solution containing 10% (w/v) dried (fat-free)
cow’s milk and 0.1% (v/v) Triton X100 (Sigma) for 1 h at room
temperature. Then, cultures were washed three times, and incubated
overnight at 4 °C with the primary antibody (1 : 1000 in PBS).
Cultures were then washed and incubated with the FITC-conjugated
secondary antibody (1 : 100 in PBS) for 2 h. After final washing,
cultures were mounted with medium containing 15 mM of NaNj
(Dako, Carpinteria, CA, USA).

Image acquisition and analysis

Samples were viewed with a 60X oil immersion objective, NA 1.4
(Plan Apo 60, Nikon), using epifluorescence illumination with a 100-
W mercury lamp mounted on a Diaphot TMD microscope (Nikon).
Images (16-bit resolution) were acquired with a cooled CCD digital
camera (MCD1000; SpectraSource Instruments, Westlake Village,
CA, USA). Illumination was limited to the exposure time with an
electronic shutter (Lambda 10, Sutter Instruments, Novato, CA,
USA). Images (300 by 300 pixels; 0.25 s exposure) were converted to
TIFF image format (8 bits) and analysed with Image-Pro Plus
software 2.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). A small
circle (14 pixels/1.6 um in diameter) was defined as the area of
interest from which mean brightness was determined from different
regions of the image. Fluorescence intensity measurements were
taken from a cytoplasmic (non-nuclear) region of each CC in the
image, as well as from three to eight areas of the coverslip free of
cells (background values). CCs were easily distinguished from
contaminating cells present in primary cultures. The mean back-
ground was then subtracted from raw fluorescence intensities
measured from individual cells. Background-corrected fluorescence
intensity values for at least 100 cells from each experimental group
were processed with a statistical program (see Statistics) and the
results were plotted with Origin 3.8 (Microcal Software). Every
experiment was repeated at least twice, and data from the same
experimental condition in different cultures were pooled.

Statistics

Data analysis was performed using Statview 4.57 statistical program
(Abacus Concepts Inc., Berkeley, CA, USA), with comparisons using
two-way analyses of variance (ANOVA). Significant differences are
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reported based upon the Fisher’s post hoc least significant difference
(PLSD) test. All the data are reported as a mean *= SEM. for a given
measurement.

Results

Effects of NGF on baseline Ca®* levels and spontaneous Ca®*
fluctuations

One important aspect of Ca** homeostasis is resting [Ca*];, which is
maintained at low levels by the interaction between Ca”* buffering,
sequestration and extrusion (Pozzan er al., 1994). In most cells,
resting [Ca*"); is maintained within very narrow limits, but in other
ones, it can undergo large fluctuations. As a first approximation to
evaluate Ca®* homeostasis, baseline [Ca2+]i was determined in CCs at
fixed intervals over a culture period of 15 days. The determination of
a ‘resting [Ca®*);, value is simple in quiescent cells, but not in
spontaneously active ones. Here, we resolved to measure the
‘baseline [Ca2+]i’, defined as the time-averaged [Ca2+]i measured in
the absence of stimulation for 5 min. The experimental conditions
used were control and nerve growth factor-treated (NGF). For
comparison, baseline Ca** levels were also measured from SNs. As
previously demonstrated, CCs exposed to NGF undergo significant
morphological and functional changes, while control cells largely
retain their chromaffin phenotype (Unsicker ef al., 1978; Islas-Suarez
et al., 1994; Morimoto et al., 1994).

As shown in Fig. 1A, baseline after 1 day in culture [Ca was
similar between the two experimental groups (P = 0.81). However,
after 5 days, control CCs increased significantly (P < 0.0001) their
baseline [Ca2+]i, from 62.9 = 7.5 nM; (n = 19) to 454.3 = 32.6 nMm
(n = 26). NGF-treated CCs did not show this increase in [Ca®'];
(P = 0.5). Baseline [Ca>"]; of the group of control CCs diminished
subsequently, and after 15 days in vitro it became indistinguishable
from that of the NGF group, or from that measured after 1 day in
culture (see Fig. 1A). Baseline Ca* levels of the control and NGF
groups after 15 days in vitro were very similar each to the other
(P =0.75), and to those measured in SNs (P =0.81 and 0.92,
respectively; see Table 1).

The time-averaged baseline [Ca2+]i closely reflects resting [Ca2+]i,
in quiescent cells, but it is contaminated to some extent by the
appearance of spontaneous [Ca>*]; fluctuations in the active ones.
Moreover, the frequency of these fluctuations in CCs changed under
certain experimental conditions (discussed later). To account for
these differences, the same [Ca®*]; data were analysed to determine
the VOM (see Materials and methods). These results are summarized
in Fig. 1B. Important differences between experimental groups were
revealed by this simple analysis. First, at 1 day in culture the VOM
values were similarly high both in the control and NGF groups
(P = 0.65). In contrast, baseline [Ca2+]i levels were much less
varying in SNs (see Table 1). Second, after 5 days in culture,
spontaneous Ca®* fluctuations in CCs became larger and more
frequent in the control group, while they remained unchanged in the
NGF group. Accordingly, VOM increased by 160% in the control
group (P = 0.05). Third, similar to baseline Ca>" levels, the VOM
diminished progressively after 10 days in both groups (compare
Fig. 1A and B). By 15 days in culture, the VOM of both control and
NGF groups was indistinguishable from that measured in SNs
(P =0.82 and 0.92, respectively; see Table 1). To examine these
differences more closely, the VOM values were plotted as frequency
histograms (Fig. 2A-E). For simplicity, VOM distributions from each
experimental group are compared only between 1 (Fig. 2A and B)
and 15 days (Fig. 2C and D) in vitro. After 1 day in culture, the
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distributions in the control and NGF groups were relatively spread
and quite similar to one another. However, after 15 days both
distributions became narrower and shifted to significantly lower mean
values. These changes, which were most noticeable in the NGF
group, indicate that baseline [Ca®*]; progressively became more
stable. Example records shown by the corresponding insets of Fig. 2
illustrate these differences. Notice the close similarity of VOM
distributions between the NGF-treated group after 15 days (Fig. 2D)
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FIG. 1. (A) Baseline intracellular [Ca®>*]; of chromaffin cells grown with or
without nerve growth factor (NGF) in the culture medium, examined after
1, 5, 10 and 15 days in vitro. (B) Corresponding plot of the variance over
the mean (VOM) of baseline [Ca®*];, used as an index of spontaneous
[Ca®*); fluctuations. CTL, control; SN, sympathetic neurons, shown for
comparison.

and that of SNs (Fig. 2E). Overall, these results suggest that the
elevation of baseline Ca”* levels in the control group after 5 and
10 days result, to some extent, from the increased frequency of
spontaneous [Ca2+]i fluctuations. However, comparison of corres-
ponding data in Fig. 1(A and B), suggests that the differences cannot
be explained solely by this factor. For instance, the large increase in
baseline [Ca®*];, seen in cells from the control group at 5 days, is
disproportionate compared with the small increase in VOM seen
between 1 and 5 days. In this case, cells could have experienced a
genuine elevation of resting [Ca2+]i as well.

The observation that after 15 days of NGF treatment, both baseline
[Ca®*); levels and VOM of CCs became indistinguishable from those
of SNs should be emphasized. These changes parallel the well-
documented alterations in morphology and excitable properties, and
represent the first clear indication that Ca®* homeostasis in CCs
becomes reorganized towards a pattern that gradually resembles that
of SNs.

Alterations of voltage-gated Ca®* transients in chromaffin cells

The majority of the Ca®" influx in rat CCs is carried by L- and
N-type Ca®* channels (Gandia ef al., 1995). On the other hand, a
variety of Ca®* clearance mechanisms compete to extrude or
sequester cytosolic Ca®* from these cells (Park er al, 1996).
Because voltage-gated Ca®* channels (VGCCs) are present in CCs
throughout neuronal differentiation, and the magnitude and
kinetics of Ca®" transients depend on the interplay between
Ca** influx and removal, we decided to examine first the effects
of NGF on high K*-induced Ca®" transients.

Figure 3(A and C) summarizes measurements of the peak
amplitude of voltage-gated Ca”* transients elicited in CCs and
SNs by a high K* stimulation (subsequently termed K'-Ca®*
transient). The maximal d[Ca®*]y/dt of the K*—Ca®" transient was
also measured (Fig. 3B and D; see Materials and methods for
details). For this analysis, we only considered the K'-Ca®*
transient elicited by the first of the three consecutive depolarizing
pulses (see Fig. 3E). As shown in Fig. 3(A and B), both the
magnitude and the maximal rate of rise of the K*—Ca?" transients
in NGF-treated CCs increased significantly between 1 and 15 days
(P < 0.0001; see Table 1). Interestingly, the latter values either
slightly exceeded (P =0.038) those of SNs, or were indistin-
guishable (P = 0.43), from them, respectively. The effects of NGF
on Ca>" mobilization through VGCCs are more apparent when the
peak d[Ca**]y/dt is considered (compare Fig. 3A and B). In fact,
while the peak amplitude increased 226% in the NGF group
between 1 and 15 days, the peak rate of rise increased 430%
(P < 0.0003). This corresponds to a 478% and 990% increase,

TABLE 1. Changes in Ca** homeostasis and dynamics of chromaffin cells grown in the presence or in the absence (control) of NGF, and of sympathetic

neurons (SNs) for comparison

Days Baseline Variance over ~ Peak amplitude Derivative Time constant Peak amplitude  Derivative

in [Ca*h); mean resting K*—Ca** K*—Ca®* of decay K*-Ca®*  C-Ca** C-Ca**

vitro n (nM) [Ca**]; (nM?) transient (nM) transient (nM/s) transient (s) transient (nM) transient (nM/s)
Control 1 19 629 *175 619.4 = 181.3 4464 *= 39.3 196.6 £ 21.2 58+ 1.0 344 + 11.8 15.1 = 2.1

15 9 102.7 £ 7.3 206.4 * 36.9% 346.0 = 22.0 119.6 £ 7.5 94 = 1.2% 75.9 = 14.6 18.0 = 2.6
NGF 1 10  73.1 £10.5 928.0 = 443.1 6119 = 52.1 247.0 = 38.3 34 +0.1 849 = 263 319 = 6.2

15 13 1173 £ 158 578 £53 20004 = 171.4%  1306.5 £ 132.0f 3.6 £ 0.1 1129.6 = 60.21  380.6 = 27.3F
SNs <5 15 1133 =79 81.7 = 11.3 1464.4 = 350.31 11109 = 357.6f 3.2 = 0.1* 991.8 + 216.7f  380.7 = 106.3F

K*—Ca®" transient, depolarization-induced Ca** transient. C—Ca®" transient, caffeine-induced Ca** transient. *P < 0.05; ¥P < 0.0001, compared with CTL 1 DIV.

$n = 21 for this group.
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respectively, when NGF-treated and control CCs were compared
(P < 0.0001; see Table 1). Figure 3(C and D) illustrates the time-
course of NGF effects on the amplitude and rate of rise of the
K*—Ca** transients. The peak amplitude (Fig. 3C) became signifi-
cantly larger after 10 days (P =0.0013). Similarly, the peak
d[Ca®*]/dt started to be significantly different after 5 days
(P =0.032), and increased further after 10 days (P = 0.005; see
Fig. 3D). The effects of NGF on the characteristics of K*—Ca**
transients after 1 and 15 days, are illustrated in Fig. 3(E and F).
Here, representative records and first derivative traces are shown,
as well as Ca®* records obtained from an SN. In all cases, notice
that the response to the first depolarizing pulse shows the
maximal d[Ca**]/dt. This is possibly due to Ca**-dependent

A CTL 1 day
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partial inactivation of VGCCs during the slow decay of [Ca*'];
rise that develops after the first membrane depolarization.

[Caz+]i clearance in CCs comprises several components that
compete for cytosolic Ca>* with different rates of extrusion or
sequestration (Park er al., 1996). Nevertheless, the fast initial decay
component of a Ca®* transient elicited by a short membrane
depolarization can be well fitted with an exponential function with
a single time constant (7). Figure 4A compares the decay rates of K'—
Ca%* transients; after 1 day in culture, CCs from the control group,
had a relatively slow decay, compared with cells from the NGF group
(P =0.02; see Table 1). As shown in Fig. 4B, after 15 days in
culture, the decay rate of the control group became even slower,
while that of the NGF group remained virtually unchanged (P > 0.7)

B NGF 1 day
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plotted as frequency histograms for control
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chromaffin cells (CCs). (A and B) Frequency
histograms of VOM after 1 day in vitro. (C
and D) Frequency histograms after 15 days 15
in vitro. (E) Data from sympathetic neurons.
Insets on top of each histogram are
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FIG. 3. Analysis of voltage-gated Ca*
transients (K-Ca>" transients) recorded from
control (CTL) and nerve growth factor (NGF)
chromaffin cells (CCs). (A) Mean amplitude of
the first K-Ca®* transient, plotted after 1 and
15 days in vitro. (B) Corresponding plots of
the peak of the first derivative (d[Ca**]i/dt)
measured at the rising phase of the K—Ca**
transients. (C) Time-dependent changes of the
amplitude of the K-Ca”* transients in NGF-
treated CCs. (D) Corresponding plots of the
peak of the first derivative (d[Ca®*/dt) from
Ca>* transients plotted in C. (A-D) Values B
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shown for comparison. First derivative traces
were digitally computed from the [Ca”*];
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each group were averaged. (E) Representative
[Ca®*); records from NGF-treated CCs after 1
and 15 days in vitro. Cells were exposed to
depolarizing high K* solution by application of
three brief pulses of pressure to a puffer
pipette placed nearby. (F) Examples of first
derivative traces calculated from corresponding
[Ca®*]; records.
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FIG. 4. Changes in the rate of clearance of [Ca®**]; of K—Ca®* transients.
The time constant of recovery (t) was obtained by fitting a single
exponential function to the decay of the K—Ca’* transients. (A and B)
Comparison of mean 7-values obtained from cells grown either with or
without nerve growth factor (NGF) after 1 and 15 days in vitro,
respectively. Value from sympathetic neurons (SNs) is shown for
comparison. After 15 days in vitro, cells from the control (CTL) group had
significantly slower recovery than at day 1, whereas cells from the NGF-
treated group accelerated their clearance rate since the first day of
treatment. (C) Representative records of first K-Ca* transients recorded
from CTL and NGF-treated chromaffin cells (CCs) after 15 days in vitro.
The dashed line superimposed on each record represents the single-
exponential fit to the decay phase of the K—Ca®* transient.

and was indistinguishable from that of SNs (P = 0.68; see Table 1).
Remarkably, the decay rate of the K¥—Ca* transients in CCs exposed
to NGF increased from the first day in culture. These early effects of
NGF differ from most other effects depicted in this work, which
develop considerably more slowly (see Discussion). Figure 4C
illustrates examples of K*—Ca®" transients elicited after 15 days in
culture in control and NGF-treated CCs, as well as from an SN. These
results suggest that during neural differentiation, one or more of the
mechanism(s) responsible for the initial component of cytosolic Ca>*
clearance of CCs increases its efficacy and/or relative contribution
(see Discussion).

Alterations of caffeine-induced Ca?* mobilization in chromaffin
cells

Like all eukaryotic cells, CCs and SNs possess rapidly exchanging
intracellular Ca®* stores, pertaining to the smooth endoplasmic
reticulum (Thayer et al., 1988; Kostyuk & Verkhratsky, 1994; Kuba,
1994; Park et al., 1996; Verkhratsky & Shmigol, 1996; Usachev &
Thayer, 1999). Ca>* release from these stores is regulated by the

second messengers inositol 1,4,5-trisphosphate (InsP3), or cyclic
ADP ribose and Ca** (Furuichi er al., 1994a). Stores from the latter
kind possess Ca>*-release channels that bind the alkaloid ryanodine
with very high affinity (therefore called ryanodine receptors; RyRs),
and are specifically activated by caffeine (Usachev et al., 1993; Kuba,
1994; Usachev & Thayer, 1999). We began this part of our study by
comparing the kinetics of caffeine-induced Ca** mobilization in CCs
and SNs. Then, these responses were examined in CCs maintained in
culture with or without NGF.

Figure 5 summarizes results obtained from examining Ca®*
transients elicited in CCs and SNs, by a 10-mM caffeine application
(subsequently termed C—Ca®" transients). As shown in Fig. 5(A and
B), after 15 days of NGF treatment, CCs significantly increased both
the magnitude and the maximal rate of rise of their C—-Ca** transients
compared with either 1 day of NGF treatment or 15 days under
control conditions (P < 0.0001 in both cases). Moreover, the size of
the C—Ca" transient in CCs became, on average, larger than that
recorded from SNs (see Table 1). This difference, however, was not
significantly different (P = 0.19), because of large variability of the
SN data. In addition, the rate of rise of C—Ca>* transients in NGF-
treated CCs was nearly identical to that of SNs (P =0.99; see
Table 1). The effects of NGF on Ca®* mobilization from caffeine-
sensitive stores can also be examined by comparing the peak
amplitude and the peak d[Ca2+]i/dt (see Fig. 5A and B). Thus, in the
group of NGF-treated CCs, the mean amplitude increased 1230%,
while the peak d[Caz+]i/dt increased 1090% between days 1 and 15
(P < 0.0001). This augmentation represents a change of 1390% and
2000%, respectively, when compared with CCs grown for an equal
length of time without NGF (see Table 1). Figure 5C and D shows
the progression of NGF-induced increase in size and rate of rise,
respectively, of the C—Ca** transients elicited in CCs. The differ-
ences, when compared with responses of CCs with 1 day in culture,
or with the same number of days in control medium, were not
statistically significant at 10 days (0.16 < P < 0.79), but became very
significant after 15 days (P < 0.0001 in all cases). These results
suggest that between 10 and 15 days of NGF treatment, CCs sustain a
delayed, steep enhancement, both in the magnitude and rate of rise of
caffeine-induced Ca>* mobilization (see Discussion). Figure SE and
F shows representative records of C—Ca”* transients obtained from
CCs exposed to NGF for 1 and 15 days, and first derivatives
computed from representative C—Ca”* transients, respectively. Traces
obtained from an SN are also shown. Typically, the C—Ca** transients
of control CCs are small and plateau-like. In contrast, those of SNs
are much larger and comprise an early, fast release that decays
spontaneously, followed by a slower, sustained release that ends after
the termination of the caffeine application (see Hernandez-Cruz et al.,
1997). Interestingly, after >10 days of NGF exposure, the caffeine
responses elicited in CCs became almost identical to those of SNs,
comprising both release components. These changes in the kinetics of
the C—Ca”" transients are also reflected in their first derivatives
(Fig. 5F). In particular, the peak d[Ca®*]/dt, which denotes the
maximal Ca®* flux when the intracellular stores are fully loaded,
increases drastically following NGF treatment (see Discussion).

It should be stressed that after 15 days of NGF treatment, the
increase in rate of rise of the C—Ca”* transient nearly doubles the
corresponding increase in the rate of rise of the K*-Ca®*
transient. This indicates that during neuronal differentiation of
CCs, Ca** release from intracellular stores undergoes a more
substantial increase, suggesting a privileged participation in
intracellular Ca®* signalling (see Discussion). Intriguingly, we
noticed that after 5 days in the presence of NGF, the peak
amplitude of C-Ca®" transient decreased from 84.9 * 26.3 nM,
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FIG. 5. Amplitude and rate of rise of Ca®* transients elicited by application of 10 mM caffeine (C—Ca®" transients). (A) Mean amplitudes of K-Ca®* transients
in control (CTL) and nerve growth factor (NGF) -treated chromaffin cells (CCs) after 1 and 15 days in vitro. (B) Corresponding plot of the peak first
derivative (d[Ca”*];/dt) obtained at the rising phase of C—Ca”* transients. (C) Time-dependent changes of the peak amplitude of caffeine responses in NGF-
treated cells. (D) Plot of the peak first derivative (d[Ca**]i/dt) obtained from the corresponding C—Ca®* transients. (A-D) Values obtained from sympathetic

neurons (SNs) are shown for comparison. First derivative traces were computed from [Ca

2*]; records taken from each individual cell and peak values of the

group were averaged. (E) Representative [Ca*]; records obtained from NGF-treated CCs after 1 and 15 days in vitro. Traces obtained from an SN are shown
for comparison. Cells from the different groups were exposed to 10 mM caffeine with a puffer pipette (10 p.s.i; 30 s, indicated with the horizontal line under
each record). In the cell treated for 15 days with NGF, caffeine responses show the spike—plateau pattern that is characteristic of the sympathetic neuron
responses. (F) Examples of first derivative traces calculated from the corresponding [Ca>*]; records in E.

n=28,1t029.2 *82nM, n=17 (see Fig. 5C). This reduction did
not turn out to be statistically significant (P = 0.63), but this
could result from the way the peak amplitude was measured. To
better assess the possibility that Ca®* release from intracellular
stores could be transiently inhibited during the first week in
culture, the data were further analysed by determining the time
integral (area under the curve) of the C-Ca®* transient. This
parameter provides additional information about magnitude and
direction of Ca®* fluxes associated with the application of caffeine
rather than the peak amplitude itself. Figure 6A summarizes the
results of measuring the area under the C—Ca>* transients over the
30-s duration of caffeine application. Results from the control
group showed that, on average, the time integral of the caffeine
response, Wwhich is net positive after 1day in culture
(316 £ 291.1 nm s, n=19), became net negative after 5 and
10 days (-1595.1 = 4492 nM s; n = 26 and —-325.3 = 2452 nM s;
n =23, respectively). These differences are marginally signifi-
cantly different after 5 days (P = 0.18), probably because of the
large dispersion of the data. Negative values for the mean time
integral are explained because, in a number of cases, caffeine
produced either a transient small increase in [Ca®"); followed by
an ‘undershoot’, or simply a downward excursion below baseline
[Ca®*];. These paradoxical responses were present since 1 day in
culture (31% of cells), became more frequent at day 5 (77% of
cells), and gradually diminished until their complete disappearance
by day 15. As show in Fig. 6(A and B), the phenomenon was

also present, although to a lesser extent, in the group of NGF-
treated cells. Here, the mean time integral increases transiently
after 1 day (P = 0.08), diminishes between 5 and 10 days, and
then dramatically increases at 15 days, giving a significant
difference when compared with cells from the control group at
either day 1 or day 15 in vitro (P <0.0001 and P = 0.004,
respectively). The number of cells that showed descending
caffeine responses was 12.5% at day 1 and 17% at day 5 of
NGF treatment. These responses were absent at later times.
Figure 6B shows examples of C—Ca®* transients obtained from
CCs at different stages of NGF treatment. Notice that at 5 days,
caffeine mostly elicits a downward deflection of [Ca2+]i, while at
10 days, a delayed, small response to caffeine is observed.
Together, these results suggest that the reduction in amplitude of
the C—Ca®" transient at 5 days, and that of the area under the C—
Ca®* transient at 5 and 10 days, regardless of treatment, are
genuine (see Discussion).

NGF-induced changes in the immunocytochemistry of
ryanodine receptors

Three distinct isoforms of ryanodine receptors (RyRs) have been
identified: skeletal (RyR,), cardiac (RyR,) and brain (RyR3) subtypes
(reviewed by Furuichi et al., 1994a), with the most abundant form
expressed in brain closely resembling RyR, (Kuwajima et al., 1992;
Lai et al., 1992; Furuichi et al., 1994b). The different kinetic
properties of C—Ca®* transients recorded in CCs and SNs could result
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FIG. 6. Time-course of changes in the time integral of the C-Ca**
transients. (A) Plots of the mean time integral of the C-Ca®* transients from
control (CTL) and nerve growth factor (NGF) -treated cells as a function of
time in vitro. The values from sympathetic neurons (SNs) are shown for
comparison. The baseline-subtracted area was measured by digital
integration of the C—-Ca®* transients over the duration of the caffeine
application (30 s). (B) Representative records of C—Ca®* transients obtained
from chromaffin cells (CCs) at different stages of NGF treatment. At
5 days, caffeine application (indicated with the horizontal line), elicits
mostly a downward deflection of [Ca*'];. A delayed, small response was
observed after 10 days.

from differences in the expression pattern of RyRs. Also, the marked
augmentation of caffeine responses in CCs after NGF exposure could
be due to changes in synthesis of one or more RyRs isoforms. To
assess this possibility, we examined the protein immunoreactivity
profile for the three isoforms of RyRs, first in postnatal CCs and SN,
and then in CCs undergoing neuronal differentiation.

Figure 7 shows protein immunofluorescence of the RyR isoforms
measured in CCs maintained for 1 and 15 days, in either control
medium or in the presence of NGF. Specific fluorescence was
obtained by subtracting background and nonspecific fluorescence (see
Materials and methods for details). Immunostaining of SNs and CHO
cells, a mammalian cell line that lacks expression of RyRs (Bhat et al.,
1999), was measured for comparison. As illustrated in Fig. 7A, the
skeletal isoform of the RyR was present both in CCs and in SNs, with
specific fluorescence significantly higher than in negative controls
(CHO cells; P < 0.0001). After 15 days in culture, and regardless of
treatment, protein immunofluorescence of RyR; decreased in CCs to
levels similar to those of negative controls (P = 0.09 and 0.25,
control and NGF groups, respectively).

As shown in Fig. 7C, the brain isoform of RyRs was present in
CCs, although at relatively low levels. The difference of specific

1 Day
Bl 15 Days

CTL NGF
34
2 -
CTL NGF

CTL NGF

FIG. 7. Immunostaining of ryanodine receptor proteins (RyRs) in chromaffin
cells (CCs). (A—C) Specific immunostaining for RyR;, RyR, and RyRj,
respectively, after 1 and 15 days in the presence or in the absence of nerve
growth factor (NGF). Immunostaining of rat sympathetic neurons (SNs;
positive control) and of a cell line lacking RyRs (Chinese hamster ovary
cells, CHO; negative control) are also plotted for comparison.

CHO

RyR3 Immunostaining O RyR2 Immunostaining 03] RyR1 Immunostaining >

A

SN.

fluorescence between CHO cells and control CCs grown for 1 day
was barely significant (P = 0.003). In contrast, RyR; protein was
abundant in SNs, with levels greatly exceeding those of negative
controls (P < 0.0001). The mean value obtained from these cells
[36.6 £ 3.5 a.u. (arbitrary units)], was 150% larger than that of
control CCs (14.5 = 0.6 a.u.). After 15 days, the level of RyR;
immunostaining in CCs increased modestly. This increase was more
significant in CCs from the control group (P < 0.0001) than in CCs
grown in the presence of NGF (P = 0.025). Nevertheless, the level of
RyR; immunofluorescence in SNs was still 2.6-fold higher than in
CCs even after 15 days NGF treatment (P < 0.0001). Taken together,
these results suggest that protein synthesis of RyR; and RyRj;
subunits is not markedly regulated by NGF treatment, while unknown
factors appear to regulate the expression of RyRj3 in SNs.

A different picture emerges when RyR, protein immunolabel-
ling is considered. As shown in Fig. 7B, the RyR, isoform was
not present in postnatal CCs, or was present at very low levels;
specific fluorescence of CCs cultured for 1 day in either condition
was not significantly different from those of CHO cells (P = 0.12
and 0.5; control and NGF, respectively). In contrast, RyR, was
abundantly expressed in SNs, with levels greatly exceeding those
of negative controls (P < 0.0001). Moreover, the mean value of
immunostaining obtained from these cells (40.22 = 2.0 a.u.), was
3.8-fold higher than that of control CCs (10.6 % 0.3 a.u.). Specific
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FIG. 8. Representative images obtained with digital fluorescence microscopy from chromaffin cells (CCs) and sympathetic neurons (SNs) immunostained with
antibodies raised against the cardiac isoform of the ryanodine receptor, RyR,. Examples of CCs from the control (CTL) group after 1 and 15 days in vitro are
shown at the same magnification and intensity level. For comparison, this plate also shows examples of sympathetic neurons maintained for 3 days in vitro.
Notice that after 15 days in vitro, the morphological transformation of nerve growth factor (NGF) -treated CCs into sympathetic neuron-like cells is paralleled

by a substantial increase in RyR, protein immunofluorescence.

RyR, immunolabelling increased significantly at day 5 in CCs
from the control group (P < 0.0001). However, this increased
immunofluorescence (162% over that of control cells at day 1 in
culture) disappeared after 15 days in vitro, returning to levels
similar to those of negative controls.

In NGF-treated CCs, RyR, immunofiuorescence increased pro-
gressively and monotonically, from 11.12 = 0.6 a.u. at day 1 to
19.6 = 1.2 after 5 days, 26.15 = 1.1 after 10 days and 42.76 * 2.1
after 15 days. These differences were significant starting from day 5
of NGF exposure (P < 0.0001). After 15 days of NGF treatment,
immunofluorescence increased by 280%, reaching levels similar to
those of SNs (40.22 £ 2.0 a.u.; P = 0.4). To determine if this trend
of NGF-induced progressive increase in immunostaining continued
after 15 days of treatment, a sister culture of CCs was maintained for

20 days in NGF treatment. The mean immunolabelling measured
(58.1 = 2.8 a.u.) indicates that after prolonged treatment with NGF,
the synthesis of RyR, proteins continued, exceeding immunolabelling
of SNs. Figure 8 illustrates representative fluorescence microscopy
images obtained from CCs and SNs immunolabelled with antibodies
raised against the RyR,. Notice that CCs treated with NGF for
15 days show, as well as an evident morphological transformation
into SN-like cells, a drastic increase in RyR, protein immunofluor-
escence. The increased expression of RyR, staining shown in Figs 7B
and 8, appears to be positively correlated with the augmentation of
caffeine-induced Ca®* release (see Fig. 5C and D). To examine this
correlation more closely, the peak d[Ca**];/dt of caffeine responses
elicited after 1, 5, 10 and 15 days in culture were plotted with the
corresponding levels of RyR, immunostaining (see Fig. 9). Notice
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FIG. 9. Comparison of the peak d[Ca®*];/dt of Ca®* transients elicited by caffeine application in chromaffin cells after 1, 5, 10 and 15 days in vitro, and the
corresponding levels of RyR, immunolabelling determined in cells from sister cultures. In the control (CTL) chromaffin cells (CCs), notice that between 1
and 10 days, RyR, immunostaining varies between 10 and 27 a.u., while the d[Ca®*)/dt of the caffeine responses remains low (< 50 nmss). In contrast, a
relatively modest (63%) further increase of RyR, immunolabelling in the nerve growth factor (NGF) -treated group between 10 and 15 days is followed by a

large (600%) increase of the peak d[Ca**]y/dt.

that although RyR, immunostaining varied between 10.5 and
27.8 a.u. in control CCs throughout the 15 days in vitro, the
d[Ca2+]i/dt of the caffeine response remained low (< 50 nm/s),
indicating a low rate of Ca>* release. In contrast, between 10 and
15 days, the latter increased rather explosively (600%) in the group of
NGF-treated CCs, with a relatively small concomitant increase (63%)
in RyR, immunolabelling. Here, one should bear in mind that the
maximal d[Ca**];/dt reflects more closely the peak magnitude of the
underlying Ca** efflux from intracellular stores than the amplitude of
the Ca* transient.

Together, these data strongly suggest that the synthesis of proteins
coded by RyR; is significantly upregulated by NGF. The increased
synthesis of RyR, and the enhanced contribution of Ca®* signalling
mediated by caffeine-sensitive Ca®* stores in CCs, parallel the
remarkable morphological and functional changes associated with the
acquisition of the neuronal phenotype.

Discussion

Ca** homeostasis and dynamics of excitable cells are determined
primarily by the nature and distribution of proteins with specific Ca**
handling functions, such as Ca®* channels, buffers and pumps. Very
little is known about factors that influence the timely expression of
these proteins in either developing or mature vertebrate neurons. The
present study is, to our knowledge, the first where effects of NGF in
postnatal CCs are used to assess changes in Ca>" homeostasis
associated with the acquisition of a neuronal phenotype.

Distinctive profiles of Ca®* homeostasis and dynamics in
adrenal chromaffin cells and sympathetic neurons

Baseline Ca>" levels in CCs were found slightly elevated in postnatal
SNs. These findings agree with reports that resting [Ca**]; increases
after 24 h of NGF treatment in neonatal rat SNs (Itoh er al., 1998).
NGF also increases resting [Ca®*]; levels in PCI2 cells (Bush et al.,
1991). Basal [Ca2+]i of developing neural crest-derived neurons also
increases gradually during maturation (Koike & Tanaka, 1991). Thus,
CCs mimic ‘immature’ SNs.

Spontaneous and agonist-evoked Ca”* oscillations, which are
characteristic of the rat chromaffin phenotype (Malgaroli &
Meldonesi, 1991; D’Andrea et al., 1993), depend on Ca* release
from InsPs-sensitive intracellular stores and possibly Ca’* entry
(D’ Andrea & Thorn, 1996). Our study showed that spontaneous Ca>*
fluctuations were frequent in CCs and virtually absent in SNs.
Accordingly, the variance over the mean baseline [Ca®*]; was
sevenfold higher in CCs than in SNs. The tendency of SNs to
maintain steady [Ca®']; levels has been reported previously (Itoh
et al., 1998), although they can display spontaneous Ca>* oscillations
if the Ca®* sensitivity of RyR Ca**-release channels is enhanced
(Malgaroli et al., 1990; Friel & Tsien, 1992a; Nohmi et al., 1992a;
Kuba, 1994; Itoh et al., 1998; Usachev & Thayer, 1999).

SNs and CCs showed marked differences in the magnitude and rate
of rise and decay of Ca®* transients induced by membrane
depolarization. These responses were 3.3-fold bigger, developed
5.6-fold faster and decayed nearly twofold faster in SNs compared
with CCs (see Table 1). In addition, caffeine-induced Ca®*
mobilization was 28-fold larger and developed 25-fold faster in
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SNs than in CCs (see Table 1). Also, caffeine responses were small
and plateau-like in CCs, while they were bigger and involved
transient and sustained Ca®*-release components in SNs.

The basis for these differences in Ca>* homeostasis and dynamics
must reside in the differential expression of VGCCs, caffeine-
sensitive Ca>* stores and Ca* buffering and sequestration. These
properties, which develop autonomously in CCs and SNs, probably
serve particular functions of either cell type. For instance, spontan-
eous Ca®* oscillations explain the high level of nonstimulated
catecholamine release typical of rat CCs (Malgaroli & Meldolesi,
1991). Nevertheless, as this study shows, the pattern of Ca**
homeostasis and dynamics of postnatal CCs is plastic, i.e., their
characteristics are not irreversibly determined.

The abatement of spontaneous Ca”* fluctuations in chromaffin
cells. An indication of neural differentiation?

At 5 days in vitro, control CCs increased both baseline [Ca®*; levels

and the frequency and amplitude of spontaneous [Ca**); fluctuations.
After this initial rise, the spontaneous activity diminished until it
ceased after 15 days in culture. Aside from the mechanisms that
underlie the natural termination of Ca** fluctuations, it was shown
that NGF further inhibited these oscillations, possibly by promoting
Ca®* removal (discussed later). This was most apparent at 5 days
in vitro, when NGF nearly abolished the enhanced oscillatory activity
seen in control CCs (Fig. 1B). In this regard, it is interesting that NGF
also suppressed [Ca®"]; oscillations of immature SNs upon caffeine
stimulation (Itoh e al., 1998). The loss of spontaneous fluctuations in
CCs may denote the first indication of a reorganization of Ca>*
homeostasis towards an SN-like phenotype.

Basis for the NGF-induced augmentation of voltage-gated
Ca?* transients in adrenal chromaffin cells

The amplitude and rate of rise of depolarization-induced Ca**
transients of CCs increased gradually in the presence of NGF. These
changes are most likely associated with the NGF-induced augmen-
tation in the density of voltage-gated Ca®* currents reported for CCs
(Morgado-Valle et al., 1998). In that study, Ca®* current density
increased 2.9-fold after 1 week of NGF treatment compared with the
control. Assuming that the maximal d[Ca®*]/dt of the Ca®* transient
reflects more closely the size of the underlying Ca** influx (Song
et al., 1998), the increase in Ca®* current density compares
favourably with the 5.3-fold increase in the maximal d[Ca2+]i/dt
after 15 days of NGF exposure (see Table 1). Nevertheless, the
magnitude and kinetics of voltage-gated Ca®" transients do not
depend exclusively on Ca®* influx, but also on its interplay with
intracellular Ca>* release and removal. Thus, alterations in the
relative contribution of these mechanisms cannot be ruled out
a priori.

The rate of decay of the K*—Ca®* transients increased after NGF
treatment, suggesting that fast clearing of Ca®" from the cytosol
became more efficient. This finding rules out the possibility that the
enhancement of voltage-gated Ca* transient resulted from poor Ca**
buffering. On the other hand, NGF treatment also increased caffeine-
induced Ca** release, thus favouring a possible contribution of
intracellular Ca®* release to the amplitude of the K*—Ca®* transient.
This possibility cannot be ruled out with data from this study,
although previous work from this laboratory showed that Ca**-
induced Ca®" release (CICR) contributes modestly to K*-Ca**
transients in rat SNs (Hernandez-Cruz et al., 1990, 1997). Maturation
of cerebellar granule cells leads to a similar increase of depolariza-
tion-induced Ca®* transients (Ciardo & Meldolesi, 1991; Mhyre et al.,
2000).

Ca?* homeostasis in NGF-treated adrenal chromaffin cells 1497

The rate of Ca®* removal in CCs increases rather quickly after
1 day of NGF treatment. This delay is significantly shorter than the
length of time required for the development of other changes reported
here, possibly leading to the perception that effects on the rate of Ca>*
clearance do not involve gene transcription. Nonetheless, numerous
reports exist where NGF effects appear after latencies ranging from
minutes to a few hours. These include changes in cell surface
morphology (Connolly et al., 1981), neurite elongation and growth
cone movements (Seeley & Greene, 1983), Ca®* influx and
intracellular Ca** mobilization (Jiang et al., 1999), regulation of
Na*/K* pump (Boonstra et al., 1982), Na*/Ca>" exchanger (Pitchford
et al., 1995), and voltage-gated Ca* channels (Jia et al., 1999), as
well as changes in the synthesis of =20 proteins (Hondermarck et al.,
1994). These rapid changes set a lower limit for the time needed for
the NGF receptor to generate the signals required to stimulate gene
transcription.

Alterations in the kinetics and amplitude of caffeine-induced
Ca?* transients in CCs after NGF-treatment. A hallmark for
neuronal differentiation?

The presence of RyRs and caffeine-sensitive intracellular Ca®* stores
in nerve cells is amply accepted, although their functional role
remains elusive (reviewed by Kostyuk & Verkhratsky, 1994; Kuba,
1994; Verkhratsky & Shmigol, 1996; Usachev & Thayer, 1999).
Because caffeine is an effective activator of Ca®* release through
RyRs in both CCs and SNs, we decided to explore changes in caffeine
responses resulting from NGF treatment in CCs. The aim of these
experiments was to determine if the acquisition of the neuronal
phenotype is associated with a functional reorganization of intra-
cellular Ca®* stores. As shown earlier, Ca®* release from intracellular
stores was, on average, 14-fold bigger, and developed 21-fold faster
in NGF-treated compared with NGF-deficient CCs. This suggests that
the store’s content of releasable Ca** or the density of RyRs, or both
increased upon NGF exposure. The properties of RyRs could have
been altered as well. Caffeine responses of NGF-treated CCs did not
only increase in size, but they also exhibited an early transient peak
followed by a slow, sustained release. In SN, the transient release
component involves an all-or-none regenerative process, sustained by
CICR (Hernandez-Cruz et al., 1997). The emergence of a prominent
transient release component in CCs is perhaps the most compelling
finding of this study. In the context of the present work, this feature
appears to be a hallmark of a sympathetic neuronal character.

Of the many features that could determine changes in the size of
caffeine responses, we only examined the expression pattern of RyR
immunoreactivity, which is related to the density of RyRs. In the
group of NGF-treated cells, the level of RyR, immunostaining (but
not that of RyR; or RyR3) increased concomitantly with the size of
the caffeine response, suggesting a close link between the expression
of the cardiac RyR isoform, and a ‘neuronal’ Ca®* release.
Nevertheless, it should be pointed out that RyR, immunofluorescence
also increased transiently at day 5 in the control group, without a
parallel increase in the caffeine response (see Fig. 9). The signifi-
cance of this transient increase in RyR, immunofluorescence is
difficult to interpret without further information.

Changes in RyR, immunoreactivity and caffeine responses in
NGF-treated CCs were not linearly correlated, particularly at later
times in culture. Initially, RyR, immunoreactivity increased, while
caffeine responses grew very little or even declined. Then, in the brief
lapse between 10 and 15 days, RyR, immunoreactivity increased
63%, while the amplitude and the maximal d[Ca®*]/dt of the caffeine
response grew by 460% and 600%, respectively (see Figs 5 and 9).
This disparity could reflect the late emergence of a nonlinearity in the
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release process. We speculate that this behaviour could result from
the regenerative nature of CICR. Thus, our findings are consistent
with the notion that neuronal differentiation involves both an
increased synthesis of RyR, and an improvement of the functional
coupling among them, resulting in CICR with higher feedback gain.
Undoubtedly, this interesting possibility deserves further examin-
ation.

Significance of the caffeine-induced downward deflections in
baseline [Ca®*];

Besides stimulating Ca" release, caffeine promotes Ca”* uptake,
either indirectly by depleting stores (Cseresnyés et al., 1997), or
directly by stimulating sarco-endoplasmic reticulum Ca>* ATPases
(SERCA pumps; Orkand & Thomas, 1995). This augmentation of
Ca%* uptake accounts for [Ca2+]i undershoots seen immediately after
the termination of caffeine applications (Friel & Tsien, 1992b; Nohmi
et al., 1992a; Orkand & Thomas, 1995). According to this notion, the
magnitude and kinetics of the C—Ca>" transient are determined by the
contribution of two opposing Ca®* mobilization processes.

CCs exposed to NGF for >10 days showed a large increase in
caffeine-induced Ca>* mobilization. Nevertheless, after 5 days in the
presence of NGF, the amplitude of their C—Ca*" transients diminished
as compared with cells with 1 day of NGF exposure (Fig. 5C).
Similarly, the area under the C—Ca®* transient declined after 5 and
10 days of NGF treatment (Fig. 6A). The number of cells showing
downward caffeine responses is largest in the control group after 1
and 5 days, while NGF reduced the frequency of these responses. A
possible explanation for these observations is that caffeine actions on
intracellular Ca** mobilization evolve differently in vitro under the
different experimental conditions. Thus, the biphasic behaviour
exhibited by NGF-treated CCs could result from a functional
transition, whereby caffeine-stimulated uptake is prevalent at early
times of neuronal differentiation, and caffeine-induced release
becomes the dominant mechanism at later times. Understanding the
nature of the processes involved in determining the relative contri-
bution of these opposing mechanisms requires further investigation.

The fast decay of [Ca®*]; seen immediately after a caffeine-induced
Ca®* release in amphibian SN results from the activation of a fast re-
uptake mechanism called release-activated Ca** transport (RACT;
Cseresnyés et al., 1997). It could be argued that an increased
expression of the protein(s) responsible for RACT could underlie
downward caffeine responses seen in CCs between 5 and 10 days in
culture. Besides the fact that RACT has not been demonstrated in
CCs, we believe that this possibility is unlikely, mainly for two
reasons. First, the activation of RACT requires a local increase of
[Ca2+]i near the ER (Cseresnyés et al., 1997). However, either a very
small Ca* release or none at all preceded the downward excursion of
[Ca®]; upon caffeine application (see Fig. 6B). Second, RACT
diminished significantly during long applications of caffeine, pre-
sumably because maintained release ‘shunts’ the transport mechan-
ism (Cseresnyés et al., 1997). Nevertheless, the decrease in [Ca®*;
below baseline in CCs, occurred during the application of caffeine,
when RACT should be inhibited. A rebound [Caz+]i rise was often
seen immediately after the termination of the caffeine application
(data not shown), supporting the notion that the increased Ca>*
uptake develops during caffeine application, not after.

Does neuronal differentiation merely involve the enhancement
of functions already present in chromaffin cells?

NGF-induced neuronal differentiation of CCs involves an increased
function of plasmalemmal VGCCs, Ca**-release channels and Ca®*
clearance mechanisms. All these functions are present, albeit some of

them in a rudimentary manner, in postnatal CCs. A question that
might be raised is whether differentiation involves the appearance of
new properties, or if it simply consists of the augmentation of pre-
existent ones. In the case of voltage-gated Ca** influx or Ca**
removal, the answer probably could be that their participation simply
becomes more conspicuous. Nevertheless, in the case of caffeine-
induced Ca®* mobilization, it can be argued that qualitatively
different properties arise because their contribution increases so
immoderately.

Interactions between neighbouring RyRs is intrinsic to common
pool models of CICR, provided that they are sufficiently close to one
another so that they respond to each other’s released Ca®*. Therefore,
it has been proposed on theoretical grounds that Ca**-mediated
interactions between neighbouring RyRs become highly cooperative
when their density surpasses a critical level (Stern, 1992). The
emergence of regenerative Ca?*-release phenomena in CCs suggests
the development of more significant interactions between neighbour-
ing release channels. The development of this new feature has deep
implications in their ability to amplify stimuli mediated by
intracellular Ca* signalling. Further studies are needed to test this
hypothesis, but if our tentative interpretation is correct, it should be
possible to take advantage of this in vitro differentiation model to
directly examine possible changes in the microarchitecture of
intracellular Ca** stores associated with the advent of large-scale
CICR.

The main hypothesis that underlies this study is that changes in
Ca®* homeostasis and dynamics in differentiating CCs recapitulate
changes occurring during maturation of SNs in vivo. Thus, one may
speculate that the late increase in CICR mediated by the increased
expression of RyR, may be crucial to differentiating neurons by
allowing them to respond to environmental cues, as well as to
generate localized Ca®* signals. CICR also can permit signals
originating from a small cellular region to propagate to a larger or
different cytosolic region. For instance, in developing amphibian
spinal neurons and regenerating dorsal root ganglion neurons, CICR
participates in directing Ca®* transients towards the neuronal nuclei
(Holliday et al., 1991; Spitzer, 1994; Utzschneider et al., 1994).

In postnatal SNs, CICR appears to be designed to favour
amplification of Ca®* signals originated from intracellular sources
like InsP; or ryanodine-sensitive Ca>* stores themselves (Hernandez-
Cruz et al., 1997), thus improving signal to noise ratio by intensifying
Ca®* gradients generated by agonist-induced intracellular Ca®*
release. It is conceivable that newly developed cardiac-type RyRs
can perform similar functions in NGF-treated CCs.
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ABSTRACT The role of ryanodine-sensitive intracellular Ca?* stores present in nonmuscular cells is not yet com-
pletely understood. Here we examine the physiological parameters determining the dynamics of caffeine-induced
Ca?* release in individual fura-2-loaded sympathetic neurons. Two ryanodine-sensitive release components were
distinguished: an early, transient release (TR) and a delayed, persistent release (PR). The TR component shows
refractoriness, depends on the filling status of the store, and requires caffeine concentrations =10 mM. Further-
more, it is selectively suppressed by tetracaine and intracellular BAPTA, which interfere with Ca?*-mediated feed-
back loops, suggesting that it constitutes a Ca?*-induced Ca®*-release phenomenon. The dynamics of release is
markedly affected when Sr?* substitutes for Ca?*, indicating that Sr?* release may operate with lower feedback
gain than Ca?* release. Our data indicate that when the initial release occurs at an adequately fast rate, Ca’* trig-
gers further release, producing a regenerative response, which is interrupted by depletion of releasable Ca®* and
Ca?*-dependent inactivation. A compartmentalized linear diffusion model can reproduce caffeine responses:
When the Ca?* reservoir is full, the rapid initial Ca?* rise determines a faster occupation of the ryanodine recep-
tor Ca?* activation site giving rise to a regenerative release. With the store only partially loaded, the slower initial
Ca?* rise allows the inactivating site of the release channel to become occupied nearly as quickly as the activating
site, thereby suppressing the initial fast release. The PR component is less dependent on the store’s Ca?* content.
This study suggests that transmembrane Ca?* influx in rat sympathetic neurons does not evoke widespread ampli-
fication by CICR because of its inability to raise [Ca%"] near the Ca?* release channels sufficiently fast to overcome
their Ca?*-dependent inactivation. Conversely, caffeine-induced Ca?* release can undergo considerable amplifica-
tion especially when Ca?* stores are full. We propose that the primary function of ryanodine-sensitive stores in
neurons and perhaps in other nonmuscular cells, is to emphasize subcellular Ca** gradients resulting from ago-
nist-induced intracellular release. The amplification gain is dependent both on the agonist concentration and on

the filling status of intracellular Ca®* stores.

KEY WORDS:

INTRODUCTION

Ca?*-induced Ca?" release (CICR)! is crucial for excita-
tion-contraction coupling in mammalian cardiac mus-
cle. According to a widely accepted scheme, the initial
depolarization of the sarcolemmal membrane triggers
Ca?* influx by opening voltage-gated Ca?" channels.
This Ca?* influx activates ryanodine receptor/Ca?* re-
lease channels (RyR) on the sarcoplasmic reticulum,

Address correspondence to Arturo Hernandez-Cruz, Ph.D., Departa-
mento de Biofisica, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. Circuito
Exterior, Ciudad Universitaria, P.O. Box: 70-253, México city, D.F.
04510, México. Fax: 525-622-56-07; E-mail: ahernan@ifcsunl.ifisiol.
unam.mx

L Abbreviations used in this paper: BAPTA, 1,2-bis(2-aminophenoxy)
ethane-NNN' N -tetraacetic acid; C-Ca?* transient, Ca2" transient elic-
ited by caffeine application; CICR, Ca?*-induced Ca?* release; ER,
endoplasmic reticulum; K*-Ca®* transient, Ca®* transient initiated by
depolarization with a high K* solution; PR, persistent component of
caffeine-induced Ca®* release; RyR, ryanodine receptor; SR, sarco-
plasmic reticulum; TR, transient component of caffeine-induced
Ca?" release; 74, time constant of decay; Tpg, time constant of decay
of PR component; 741y, time constant of decay of TR component.

CICR ¢ fura-2 ® ryanodine ® calcium release ® calcium signaling

from which Ca?* is then released into the cytosol, pro-
ducing the large Ca?* transients required to initiate
contraction (Wier, 1990). Experiments in rat cardiac
myocytes have shown that voltage-gated Ca?* influx is
the most efficient stimulus to trigger Ca?* release
(Sham et al., 1995). A recent model proposes that sin-
gle L-type Ca?* channels in the membrane of t-tubules
are functionally coupled and in close proximity to
small clusters or RyRs in the sarcoplasmic reticulum,
which together constitute a Ca?* release unit (Stern,
1992; Cannell et al., 1995).

The molecular elements responsible for CICR (volt-
age-gated Ca’* channels and ryanodine receptor chan-
nels) are also present in vertebrate neurons (reviewed
by Kostyuk and Verkhratsky, 1994; Kuba, 1994; Verkh-
ratsky and Shmigol, 1996). This leads to the notion that
Ca?* mobilization from intracellular stores mediated by
RyR channels may constitute an important pathway for
Ca?* signaling (McPherson and Campbell, 1993). None-
theless, several studies indicate that under physiological
conditions, neuronal calcium transients originated by
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Ca?* influx are not amplified to a large extent by CICR.
In the best cases, only a modest augmentation and pro-
longation of the calcium transient over that which
would be produced by the calcium influx alone has
been observed (Thayer et al., 1988; Friel and Tsien,
1992; Nohmi et al., 1992; Thayer and Miller, 1990; Iv-
anenko et al., 1993; Usachev et al., 1993; Kostyuk and
Verkhratsky, 1994; Kuba, 1994; Shmigol et al., 1995).
Moreover, prolonged depolarizations are often needed
to raise [Ca?'] enough to initiate CICR (Llano et al.,
1994; Verkhratsky and Shmigol, 1996). This behavior is
characteristic of low feedback loop gain models of
CICR (Stern, 1992).

If nerve cells are not optimized for widespread ampli-
fication of Ca%" transients resulting from voltage-gated
Ca?* influx, what is the role of their ryanodine-sensitive
Ca?* stores? The answer to this question requires a bet-
ter understanding of the functional organization of ry-
anodine receptors and neuronal caffeine-sensitive stores.
For instance, we need to establish if released Ca?*, by
interacting with regulatory sites on the RyR channel,
can participate in feedback loops that may promote or
prevent further release. A related question is whether
or not neighboring Ca?* release channels and calcium
stores are diffusionally coupled. Finally, we need to dis-
cern to what extent calcium depletion of intracellular
reservoirs control the release process.

The goal of this study was to analyze the mechanisms
that determine the dynamics of Ca?* release from ryan-
odine-sensitive intracellular Ca%* stores in rat sympa-
thetic neurons after its activation by a rapid caffeine ap-
plication. Since it is likely that endogenous agonists act
similarly to caffeine (Hua et al., 1994), the conclusions
of our study should be applicable to Ca?* release initi-
ated by physiological phenomena as well (Pozzan et al.,
1994).

This paper presents unequivocal evidence of CICR
phenomena when trigger Ca?* is released at an ade-
quately fast rate from intracellular stores. Our data also
suggest that the regenerative release is interrupted by a
combination of rapid depletion of releasable Ca?* and
Ca?*-dependent inactivation of release. The most sa-
lient features of caffeine-induced Ca%?" mobilization de-
scribed in this paper could be accounted for with a
compartmentalized linear diffusion model which con-
tains a caffeine-sensitive intracellular Ca?* store capa-
ble of releasing Ca®* in response to changes in cytosolic
[Ca%"], separated from the plasma membrane by a dif-
fusional space containing fixed Ca*" buffers.

MATERIALS AND METHODS

Tissue Culture of Rat Sympathetic Newrons

Cultures of superior cervical ganglion neurons were prepared as
follows: 10-d-old rats of either sex were used. Ganglia were re-

moved under ether anesthesia and aseptic conditions. They were
cleaned and chopped, and then incubated in Ca®>* and Mg?*-free
Hank’s medium (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) with 1
mg/ml trypsin (Worthington Biochemical Corp., Freehold, NJ)
and 2 mg/ml DNAse I (Sigma Chemical Co.) for 30 min at 37°C.
After digestion, trypsin was inactivated by dilution in DMEM me-
dium (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) containing 10% FCS and 1
mg/ml trypsin inhibitor (Sigma Chemical Co.). The tissue was
then incubated in Hank’s medium with 2 mg/ml collagenase
(Worthington Biochemical Corp.) and 2 mg/ml DNAse I for 30
min at 37°C. Tissue fragments were then triturated with a fire-pol-
ished siliconized Pasteur pipette. Cell suspension was centrifuged
at 800 rpm for 10 min, washed twice in Hank’s medium (Gibco
BRL) and resuspended in fresh DMEM (Gibco BRL) supple-
mented with 10% FCS (Gibco BRL). Cells were seeded on poly-
lysine-treated No. 1 glass coverslips (1 X 105 cells per well) and
maintained for up to 3 wk supplemented with 20 ng/ml of 7S
nerve growth factor (Sigma) at 37°C in a humidified atmosphere
of 95% air and 5% CO,. Medium was changed three times per
week. Most experiments were carried out with cells that had been
in culture from 1 to 5 d.

Measurements of Intracellular Ca?* and Sr** Concentrations

Methods are described in detail elsewhere (Hernandez-Cruz et
al., 1995). Briefly, a coverslip containing sympathetic neurons
was transferred to a recording chamber (Mod. RC-25; Warner In-
struments, Hamden, CT) on an inverted microscope (Nikon Dia-
phot TMD; Nikon Corp., Tokyo, Japan). Cells were loaded with
fura-2 by incubation with the acetoxymethyl (AM) ester form of
the dye (fura-2/AM; Molecular Probes, Eugene, OR), at a final
concentration of 1 wM, with no dispersing agents added. Cells
were allowed to load for 30-45 min at room temperature and
then rinsed continuously for another 15 min before the begin-
ning of the experiments.

Ca?* or Sr?* levels were determined by recording pairs of im-
ages using alternating illumination with 340- and 380-nm excita-
tion. Dual wavelength excitation was provided by two nitrogen
pulsed lasers (3-ns pulse duration), one emitting at its natural
wavelength of 337 nm and the second one dye-tuned at 380 nm.
These lasers were triggered alternatively at frequencies ranging
from 2 to 15 Hz under computer control. (Biolase Imaging Sys-
tem, Newton MA). Background images at 340- and 380-nm illu-
mination were obtained from an area of the coverslip free of
cells. These images were stored separately and used for on-line
background subtraction. We found that a correction for cell au-
tofluorescence was not essential for calibration purposes. The
key elements of the fluorescence Ca®" imaging system were a
high numerical aperture UV objective (Nikon UV-F 100X, 1.3
N.A.), an intensified charge coupled device camera (c2400-87;
Hamamatsu, Bridgewater, NJ), and the Biolase Imaging System
running under their FL-2 software. The system allows real-time si-
multaneous acquisition of fluorescence measurements from mul-
tiple areas of interest placed on individual cells or within a single
cell. All Ca** determinations in this study were obtained from en-
tire cells. Ca** or Sr?* concentrations were calculated from fluo-
rescence measurements at 340- and 380-nm excitation wave-
lengths using the formula:

[X*] = Ko (F/F) (R=R,)/ (R,./R),

where the calculated dissociation constant (Kp) for fura-2 is 300
nM for Ca?* and 7.6 pM for Sr?* (Kwan and Putney, 1990), F;/F,
is the ratio of fluorescence values for X?*-free/ X?*-bound indica-
tor at 380-nm excitation, R is the ratio of fluorescence at 340/380
nm for the unknown [X?*], and R,;,, R, are the ratio of fura-2
fluorescences at 340/380 nm of X2*-free and X?*-bound fura-2.
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The values of F/E, R, and R, for Ca?* were determined by
measuring under identical conditions the fluorescence of a glass
capillary 100-um in diameter containing calibration solutions
with 50-100 uM fura-2 (pentapotassium salt; Molecular Probes)
and known Ca?* concentrations in the range from 10 nM to 40
pwM. Sr?* values were determined similarly, using solutions con-
taining 100 pM fura-2 and either no added Sr** or 1 mM Sr2*. Al-
though in situ calibrations were attempted in initial experiments,
we found it very difficult to manipulate [Ca?*] over the required
range. Our Ca?" and Sr?" measurements, based exclusively on
the in vitro calibrations could be underestimated to some extent
because of effects of viscosity and dye binding to cytoplasmic con-
stituents (Konishi et al., 1988). In previous experiments, we esti-
mated that fura-2 reached intracellular concentrations between
30 and 50 pM. This was done by comparing fluorescence levels
attained in similar cells 10 min after breaking-in with patch pi-
pettes filled with known concentrations of fura-2 pentapotassium
(range 25-100 wM). By comparing responses from cells loaded
with fura-2 for 30-45 min with those from cells loaded with much
less fura-2 (10-min incubation), we concluded that the additional
Ca?* buffer activity introduced by the dye did not affect signifi-
cantly the magnitude or the time course of Ca?" transients (un-
published data).

Solutions

Cells were continuously superfused with a recording solution
containing (in mM) NaCl 130, KCl 3, CaCl, 2, MgCl, 2, NaHCOj4
1, NaH,PO, 0.5, HEPES-Na 5, and glucose 5, pH 7.4. In some ex-
periments CaCl, was replaced equimolarly by SrCl,. Test solu-
tions were pressure-applied (10 psi) via independent puffer pi-
pettes located within 100 pm from the cell under examination.
In some experiments, drugs (ryanodine, tetracaine, and the ace-
toxymethyl ester of 1,2-bis(2-aminophenoxy)ethane-NNN'N'-tet-
raacetic acid [BAPTA-AM]) were applied via a third puffer pi-
pette. Application of test solutions and drugs were separately
controlled by solenoid valves of two Picospritzer II devices (Gen-
eral Valve, Fairfield, NJ) governed by an 486/AT computer run-
ning pClamp 5.1 (Axon Instruments, Foster City, CA). Control
experiments showed that with this procedure, the external me-
dium surrounding the cell is replaced within <100 ms. Most ex-
periments were conducted in cells that had been kept in culture
from 1 to 4 d. Experiments were carried out at 22-23°C. Test so-
lutions used were: caffeine 10 or 20 mM, or tetracaine 500 pM,
dissolved in normal saline, and a depolarizing solution contain-
ing 140 mM KCl, 10 mM HEPES-Na and either 10 mM CaCl, or
10 mM SrClL.

Sr?* Replacement Procedure

To substitute Sr?* for Ca?* both externally and internally, a cov-
erslip containing sympathetic neurons was extensively superfused
(45 min or longer) with normal external solution containing no
Ca’* (no Ca®* added plus 500 pM EGTA) and 2 mM SrCl,. Dur-
ing this period, the dish was exposed three times (1-min duration
each) to a Sr?*-containing depolarizing solution (140 mM KCl, 2
mM SrCl,, 10 mM HEPES-Na, pH 7.35). In addition, to promote
substitution of Ca?™ with Sr?* in the intracellular stores, cells
were bathed three times with saline containing 2 mM Sr?>* and 10
mM caffeine (1-min duration each at 10-min intervals). The Sr?*
replacement procedure had been completed before the begin-
ning of fluorescence measurements.

Mathematical Modeling of Ca?" Mobilization Jfrom
Intracellular Stores in Rat Sympathetic Neurons

The model consists of a linear arrangement representing the ex-
tracellular space, as well as the cytosol and the endoplasmic retic-
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ulum (ER), with boundary conditions located both at the plasma
and at the ER membranes. The ER and the plasma membrane
are coupled via n diffusional compartments. In the model, Ca?*
diffuses freely between compartments and binds to fixed Ca®*
buffers. Ca?* fluxes due to diffusion exchange with neighboring
compartments and binding-unbinding to fixed buffers were com-
puted by integrating Fick’s law difference equations and mass ac-
tion law differential equations, respectively. The boundary condi-
tion representing the plasma membrane allows Ca’" influx
through voltage-gated Ca?* channels and Ca?* extrusion via Ca?*
pumps. Similar Ca?* pumps are located at the boundary condi-
tion representing the membrane of the ER compartment, which
also contains RyR channels which allow Ca%* release into the cy-
tosol. These channels are regulated by two different cytosolic Ca?*
binding sites operating with a first order kinetic scheme, which
control activation and inactivation of the channel, respectively,
and a lumenal regulatory binding site which controls channel
conductance. The degree of activation or inactivation of this
pathway is proportional to the fraction of total sites that are occu-
pied with Ca’*. Caffeine-induced stimulation of RyRs was simu-
lated by an abrupt change in the on-rate for Ca?* binding to the
activation sites, with all remaining rate constants unaltered. A more
detailed description of the model is included as an appendix.

RESULTS

Rationale of Caffeine-induced Ca?" Release Experiments

Our basic experimental design allows the controlled ac-
tivation of calcium influx through voltage-gated Ca%*
channels and Ca?* release from intracellular stores in
intact fura-2-loaded neurons (see Hernandez-Cruz et
al., 1995). Caffeine application provides two main ad-
vantages to analyze CICR phenomena in nerve cells
with respect to voltage-gated Ca?" influx. First, since
Ca?* is directly released from intracellular stores, [Ca?"]
in the microenvironment surrounding RyRs increases
at a faster rate than when Ca?* diffuses from distant
sources (i.e., the plasma membrane). Secondly, by in-
creasing Ca?" affinity for the RyRs activation sites, caf-
feine promotes CICR (Sitsapesan and Williams, 1990).
At the concentration used in these experiments (10
mM), caffeine produces half-maximal activation of re-
lease (Akaike and Sadoshima, 1989; Uneyama et al.,,
1993). This allows both up- and down-regulation of re-
lease by [Ca?*] and other modulators (Hernandez-
Cruz et al., 1995). Previous work has shown that exter-
nally applied caffeine enters readily into cells, reaching
equilibrium with extracellular concentration in <0.2 s
(Hernandez-Cruz et al., 1990; O’Neill et al., 1990; Kuba
etal., 1990). Thus, the amount of Ca?" released will de-
pend on three governing factors: (a) the prevalent cy-
tosolic Ca?" concentration, (b) the number of RyRs
opened per time unit by the drug, and (¢) the calcium
content of the store (Friel and Tsien, 1992; Hernandez-
Cruz et al., 1995; Shmigol et al, 1996). Changes of cyto-
plasmic [Ca?*] resulting from Ca?* fluxes through the
ER membrane can directly enhance (or inhibit) further
release by interacting with regulatory Ca?*-binding sites
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on the RyR channels (Bezprozvanny et al., 1991;
Gyorke and Patade, 1994; Meissner, 1994).

Two Kinetic Components of Caffeine-induced Ca?* Release

Fig. 1 A depicts Ca?* transients recorded from a fura-2—-
loaded sympathetic neuron in response to three brief
applications of a high-K* solution (arrows; see MATERI-
ALS AND METHODS), followed by several caffeine appli-
cations (10 mM, 40 s). Ca?* transients elicited by high-K*
and caffeine are termed here K*- and C-Ca?* tran-
sients, respectively. Conditioning high-K* pulses were
applied to replete Ca?* stores before the first use of caf-
feine. Notice that the first Ca?* release comprises an
early, fast release that decays before the end of the
pulse, (transient release component, TR), followed by
a slower and more sustained release (persisting release
component, PR). When caffeine was applied again 140 s
later, the TR component was obliterated, and only the
PR component remained. Subsequent caffeine applica-
tions only produced smaller PRs with slower onsets. Fig.
1 B, obtained from a similar experiment, shows super-
imposed responses to the first and second caffeine ap-
plications. Both responses initiated with similar laten-
cies, but the second one had a slower rate of rise and
did not bring about a TR component. The first deriva-
tives of these [Ca2™] records are shown in the inset
(Fig. 1 C). Notice that during the second caffeine re-
sponse the initial rate of rise was about half of that ob-
served during the first response. The mean amplitudes
of TR and PR components of release, measured shortly
after the last conditioning high K* pulse in 38 cells was
TR = 1,684.6 = 140 nM; PR = 326.8 = 9.6 nM
(mean * SE).

When exposed to caffeine for the first time, many
cells show TR and PR components, even in the absence
of conditioning high K* applications (see Fig. 5). The
TR component recuperates if caffeine is applied again
10-15 min later (data not shown). This slow recovery is
greatly speeded up if one or more conditioning K*-Ca?*
transients are elicited during the interval between caf-
feine applications. This behavior is consistent with a
use-dependent depletion of a slowly replenished caf-
feine-sensitive Ca2* store (Thayer et al., 1988; Friel and
Tsien, 1992; Usachev et al., 1993).

Both Kinetic Components of Caffeine-induced Ca?*
Mobilization Result from Intracellular Ca®** Release

It has been reported that caffeine can directly inhibit
K" currents in sympathetic neurons (Akaike and Sa-
doshima, 1989; Dryer et al., 1995). Therefore C-Ca%*
transients could result in part from membrane depolar-
ization as well as intracellular Ca?* release. It also has
been shown that caffeine can directly activate Ca?* per-
meable channels in smooth muscle cells (Guerrero et
al., 1994). The most rigorous test to rule out these po-

400 nM s1

caffeine 10 mM

0.25 M

J——y
TH cgf caff caff caff caff
FiGure 1. (A) Ca’?" transients recorded from a fura-2-loaded

sympathetic neuron in response to three applications (500 ms
each) of a solution containing high K* and 10 mM Ca?" (vertical
arrows; see MATERIALS AND METHODS) and then to five applica-
tions of 10 mM caffeine (40 s each) at intervals of 140 s. Notice that
only the first caffeine-induced Ca?* release showed a transient re-
lease (TR) followed by a persistent release (PR) component. (B)
Comparison, in a different cell, of the kinetics of intracellular Ca?*
release elicited by the first (continuous line) and the second (dotted
line) caffeine applications. Only the PR component is elicited by
the second application. (C) First derivatives of the upstroke of the
[Ca?*] signals shown in B. Numbers next to traces indicate the ini-
tial rate of rise. Horizontal arrows indicate resting [Ca®*].

tential problems would be to prevent completely and
selectively Ca?* release from caffeine-sensitive stores.
The plant alkaloid ryanodine is the most specific Ca**
release blocker known. Nevertheless, when ryanodine
locks the release channel in a subconducting state
(Russeau et al., 1987), it can significantly deplete Ca?*
stores, hence increasing intracellular Ca%* levels by re-
ducing the capacity of the cell to remove calcium
(Kuba, 1994). This effect is most apparent when ryano-
dine (10-20 uM) is applied continuously (see Fig. 8).
In preliminary experiments we noticed that 20 uM of
ryanodine can inhibit completely and irreversibly intra-
cellular release after applications as brief as 5 s, without
seriously affecting calcium homeostasis. Fig. 2 A shows
the use-dependent inhibition of caffeine responses 1
and 4 min after a ryanodine application 5 s in duration.
Fig. 2, B and C, depict the first derivatives of selected
segments of these [Ca%"] records. Ryanodine treatment
did not change significantly basal Ca?* levels (Fig. 2 A),
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.......... 1 min after Ry
______ 4 min after Ry

FiGure 2. Use-dependent ryanodine inhibition of caffeine-
induced Ca®* release. (A) Ca?* transients elicited in a sympathetic
neuron following the applications of high-K* for 0.5 s (vertical ar-
rows) and 10 mM caffeine for 20 s (horizontal bar). Traces shown
were obtained before (continuous trace) and after 1 or 4 min (dotted
and dashed traces, respectively) of a single application of 20 uM ry-
anodine for 5 s with a third puffer pipette. (B) First derivatives of
the K*-Ca?* transients indicated. The magnitude and kinetics of
these Ca?" transients were not significantly affected by ryanodine.
(C) First derivatives of caffeine responses. The rate of rise fell from
2.8 wM s~ ! before to 0.74 and 0.08 uM s~! after 1 and 4 min of ry-
anodine application. Caffeine responses were completely abol-
ished 10 min after ryanodine application (not shown). Horizontal
arrow indicate resting [Ca®*].

or the magnitude or kinetics of the K*-Ca?* transients.
The time constant of an exponential function fitted to
the decay phase of the K*-Ca?" transients remained be-
tween 2.1 and 2.3 s. Also, the peak rate of rise (7.8 pM
s ! in the control response), diminished only slightly
after 1 and 4 min of exposure to the drug (7.1 and 6.4
wM s7L, respectively). Nevertheless, the amplitude and
rate of rise of the C-Ca?* transients dropped from 2.8
wM s7! to 0.74 and 0.08 pM s~ ! after 1 and 4 min of ry-
anodine exposure (Fig. 2 (). Note that at 1 min post ry-
anodine, caffeine elicits a delayed and partially inhib-
ited TR component, whereas only a reduced PR persists
after 4 min. 10 min after ryanodine application, caf-
feine responses were completely abolished, both in this
cell and in five other cells similarly examined (data not
shown). Three conclusions can be drawn from these re-
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sults: (a) brief ryanodine applications can block Ca?*
release without affecting resting Ca?* levels or the ki-
netics of K*-Ca%" transients, (b) both kinetic compo-
nents of the caffeine induced-Ca?* mobilization result
entirely from intracellular Ca®* release, and (¢) the TR
component appears more susceptible to use-depen-
dent inhibition of release by ryanodine than the PR
component.?

The Effects of Caffeine Pretreatment on the Kinetic Behavior of
Subsequent Responses Are Not Due to Caffeine Desensitization

A conceivable explanation for the effects of caffeine
pretreatment on the kinetic behavior of subsequent re-
sponses is that it produces a desensitization of Ca?*
stores that persist for several minutes after the agonist
is removed. To explore this possibility, the effect of pre-
treating the cell with a brief conditioning caffeine ap-
plication on a test response was examined. To distin-
guish between the effects of caffeine per se from those
resulting from depletion of the Ca?* store, we took ad-
vantage of the Ca%?"-induced inhibition of Ca?* release
characteristic of these cells (Hernandez-Cruz et al.,
1995). Conditioning caffeine applications were initi-
ated at different intervals from a standard K*-Ca?* tran-
sient. Caffeine, applied at intervals shorter than 10 s
(when [Ca?*] is still relatively high), is ineffective at re-
leasing Ca%*. When this interval is increased, caffeine
becomes progressively more effective. Fig. 3 A shows
that when the conditioning caffeine application does
not release any Ca?", a test caffeine response 90 s later
displays both TR and PR components (continuous trace).
The same is true when only a small Ca®* release occurs
during the conditioning caffeine application (dashed
trace). However, when the conditioning caffeine appli-
cation brings about a substantial Ca%" release, the TR
component of the succeeding test response is com-
pletely abolished (dotted trace). This experiment rules
out desensitization of the release, and clearly estab-
lishes that the diminution of the TR component during
the second caffeine application only occurs if the first
application produces substantial opening of Ca?*-release
channels and/or Ca?t efflux from the intracellular
stores. This inference is further supported by experi-
ments shown in Fig. 3, B and C. First, two identical ap-
plications of 10 mM caffeine were given at an interval
of 2 min (continuous traces, Fig. 3 Band C). The second
response shown in Fig. 3 C displays the usual inhibition
of the TR component. The experiment was then re-

In recent experiments, we found that the fluorescent ryanodine de-
rivative BODIPY® FL-X ryanodine (1 wM; Molecular Probes), pro-
duces a use-dependent, partial inhibition of caffeine-induced Ca?*
transients and the abolition of the TR component (Gonzdlez, C., and
A. Hernandez-Cruz. 1996).
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peated, but now the second response was elicited by de-
livering 20-mM caffeine with a third pipette, instead of
10 mM (dotted trace). This experiment was designed to
try to activate more efficiently desensitized Ca?* stores
with a higher dose of caffeine. Although the second re-
sponse elicited with 20 mM caffeine was slightly larger
(Fig. 3 C, arrow) and had a faster rate of rise (Fig. 3 C,
inset), it was still unable to trigger a complete TR re-
sponse. Similar results were obtained in experiments

A

]

} = {10 mM caffeine

10 mM caffeine

B C

0.2 M st

500 nM

J

10 mM caffeine

—-

10720 mM caffeine

FiGUre 3. Obliteration of the TR component is not due to caf-
feine desensitization. (A) Caffeine 10 mM (5 s) applied at different
intervals from a high K*-initiated Ca?* transient evokes different
amounts of Ca?* release. When caffeine application does not re-
lease any Ca®* (continuous trace), or releases only a small amount
(dashed trace), a test caffeine response 90 s later displays both TR
and PR components. When the conditioning caffeine application
brings about a substantial Ca%" release (dotted trace), the transient
component of the succeeding test response is abolished. (Band C)
Two applications of 10 mM caffeine were given at an interval of 2
min. The first response shows transient and sustained components
(B, continuous trace), while the second response displays the usual
inhibition of the transient component (C, continuous trace). The ex-
periment was repeated, but now the second response was elicited
by delivering 20 mM caffeine with a third pipette (B and C, dotted
traces). Notice that caffeine, even at this higher concentration, was
unable to trigger a TR component during the second response (ar-
rows). (Inset) Comparison of the first derivatives of traces shown in
C. Horizontal arrows indicate resting [Ca?*].

where even higher caffeine concentrations (i.e., 40
mM) were used to elicit the second response (data not
shown).

The Kinetic Behavior of Caffeine-induced Ca** Release
Depends upon the Filling Status of Intracellular Stores

As mentioned above, the obliteration of the TR compo-
nent during subsequent applications of caffeine is a
consequence of the opening of Ca%" release channels
and/or Ca?* liberation from internal stores during the
first application. Experiments were conducted to try to
decide between these possibilities. We compared the ki-
netics of release under conditions where presumably
an equal number of release channels were opened, but
with the Ca?* store filled up to different degrees. Fig. 4
A shows the gradual recovery of the TR component af-
ter the application of one to four small “filler” condi-
tioning K*-Ca?* transients. Fig. 4 B depicts the first de-
rivative of Ca?* concentration records shown in Fig. 4
A. The plot in Fig. 4 C illustrates the relationship be-
tween the conditioning K*-Ca?* transients versus the
resulting Ca®* release (open circles) and the magnitude
of the peak rate of rise of the C-Ca?* transients (filled
squares). In this figure, as well as in Fig. 5, the areas un-
der the K*- and C-Ca®* transients are plotted rather
than peak Ca®* concentrations to better represent the
magnitude of the Ca®* increase. Notice that a TR com-
ponent was not produced in this cell when caffeine was
applied without a conditioning K*-Ca?* transient. It is
clear from Fig. 4 C that both the magnitude of the C-Ca**
transients and their peak rate of rise reach saturation
after three to four conditioning K*-Ca?* transients.
These results are expected if the generation of the TR
response requires sufficient loading of intracellular Ca**
reservoirs with limited capacity for Ca?* storage. Since
the supply of additional Ca?* by transmembrane Ca?*
influx readily reestablishes the transient component of
release, a long-lasting “fatigue” of Ca?* release chan-
nels cannot explain the TR abatement phenomena.

A somewhat different behavior often observed in the
recovery of the TR component is shown in Fig. 5. Un-
like the cell in Fig. 4, this cell displayed a TR response
when first challenged with caffeine (Fig. 5 A, trace a).
Cells exhibiting this behavior are common during the
first few days in culture. Here, the replenishment of the
Ca?* store was carried out by preceding each caffeine
application with a single conditioning K*-Ca?* tran-
sient, whose magnitude was regulated by varying the
duration of the high K* application. As shown in the
plot shown in Fig. 5 B, the area under the C-Ca** tran-
sient increases gradually as the area under the filler
Ca?* transient increases. This suggests a close correla-
tion between the filling status of the store and the mag-
nitude of the subsequent Ca®* release. Interestingly, an
abrupt increase in the magnitude of the C-Ca*" tran-
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FIGURE 4. Recovery of the TR
component in a sympathetic
neuron maintained in culture for
10 days. (A) Influence of 1-4
filler K*-Ca%* transients (each
initiated by 250-ms depolariza-
tions with high K* solution) on
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sient occurs when the area under the filler Ca?* tran-
sient reaches a critical value. This discontinuity coin-
cides with the generation of the TR component (Fig. 5
A, trace k). These results support the notion that an all-
or-none regenerative mechanism underlies the TR com-
ponent. Further increasing the area under the K*-Ca%*
transient did not increase the size of the TR compo-
nent nor the area under the G-Ca?* transient (Fig. 5 A,
trace /), as if the release were self-limited or the stores
had a finite capability to accumulate Ca?*. Previous
studies have shown that Ca?* stores of intact cardiac
myocytes reach a limiting Ca®* content that cannot be
exceeded regardless of the loading stimulation proto-
col used (Bassani et al., 1995). Feedback inhibition of
Ca?* uptake by Ca?* load of intracellular stores (Favre
et al., 1996) may explain the apparent limiting Ca?*
content. Notice that the response elicited by the initial
caffeine application (trace a) is very similar to that pro-
duced when the reservoir is full (see traces k and /).
This suggests that in resting sympathetic neurons a
mechanism exists that ensures that caffeine-sensitive
Ca?* stores remain filled nearly to the limit of their ca-
pacity, thereby allowing an expeditious Ca?* efflux
whenever RyRs open, either in response to Ca?t or
other endogenous agonist.?

%The experiment shown in Fig. 5 summarizes results from over 12
similar experiments that showed the described phenomenon, but
that could not be consummated because of a gradual and irreversible
increase in resting Ca?* levels followed by depression of Ca®* tran-
sients.

153 HERNANDEZ-CRUZ ET AL.

high K* applications. Horizontal
arrow indicates resting [Ca®*].

We also tested whether or not lower concentrations
of caffeine were capable of eliciting a TR response pro-
vided that Ca?* stores were replete. Under conditions
where 10 mM caffeine invariably gave a TR component,
3 or 5 mM of caffeine was unable to produce it (data
not shown). These results indicate that the develop-
ment of the TR component requires both a high Ca**
content of intracellular stores and the activation of a
sufficient number of Ca?* release channels. Either of
these conditions, occurring separately, do not support
a TR response.

Tetracaine and Intracellular BAPTA Suppress
the TR Component

Local anesthetics tetracaine and procaine affect excita-
tion-contraction coupling by reducing Ca’*-induced
Ca?* release (Endo, 1985). Thus, if the TR component
was the result of regenerative activation by CICR, it
should be reduced or even abolished by tetracaine. For
these experiments, tetracaine was applied from a third
puffer pipette for 30 s (only during the interval be-
tween the last conditioning K*-Ca?" transient and the
test caffeine application). This maneuver allowed us to
explore the effects of tetracaine on the kinetics of the
release mechanism without affecting voltage-gated Ca?*
influx or Ca?* loading of intracellular stores. Fig. 6 A
shows control responses from a sympathetic neuron to
the filler high K* applications and then to 10 mM caf-
feine. A TR component is clearly observed in response
to caffeine. As shown in Fig. 6 B, the use of 500 uM tet-
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FIGURE 5. Recovery of the TR component in a sympathetic neu-
ron maintained for 2 d in culture. (A) In this experiment, each caf-
feine application (except the first one) was preceded with a condi-
tioning K*-Ca?* transient, whose magnitude was varied by chang-
ing the duration of the high K* application between 50 ms and 2's.
(B) Relationship between the area under each C-Ca?* transient
(labeled a through J) and the area under the preceding K*-Ca?*
transient. The gradual increase of the area under the caffeine re-
sponse suggests a correlation between the filling status of the store
and the magnitude of the subsequent Ca’" release. The genera-
tion of a TR component coincides with an abrupt area increase
(trace k), suggesting an all-ornone regenerative mechanism. Fur-
ther increasing the area under the conditioning K*-Ca?* transient
did not increase the size of the TR component nor the area under
the C-Ca?" transient (see trace l). Horizontal arrow indicates rest-
ing [Ca®'].

racaine before the caffeine application completely sup-
pressed the TR component, with less effect on the PR
component. The TR component recovered after 5 min
of tetracaine wash-out (see Fig. 6 (). Similar results
were obtained in 5 other experiments. In 13 additional
experiments, tetracaine reduced the amplitude of both
TR and PR release components to 1,177.8 = 187 and
269 = 24.1 nM (mean * SE), respectively. These values
are 30 and 20% smaller, respectively, than the control
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Ficure 6. Effects of tetracaine on the kinetics of caffeine-
induced Ca®* release. (A) Responses of a sympathetic neuron to
three 500-ms applications of high K* (vertical arrows), and then to
a 20-s application of 10 mM caffeine (horizontal bar). Both TR and
PR components occur in response to caffeine. (B) Effect of a 30-s
application of 500 pM tetracaine, delivered from a third puffer pi-
pette before the caffeine application. Tetracaine suppressed the
TR component, affecting less the PR component. (C) Recovery of
the transient release component after 5 min of tetracaine wash-
out. (D) Example of an experiment similar to that illustrated in B,
but where tetracaine reduced the TR component and delayed its
onset (only caffeine responses are shown). Continuous trace: con-
trol response; dotled trace: response after tetracaine application. (k)
First derivatives of C-Ca?* transients shown in D. Horizontal arrows
indicate resting [Ca?*].

data (see above). In many of these cases, the upstroke
of the TR component was delayed with respect to their
control response after exposure to tetracaine (see Fig.
6 D). This delay (measured as the time interval between
the peaks of the derivatives of the Ca?* transients, see
Fig. 6 E), ranged form 1.5 to 7.48 s (4.5 £ 0.63 s;
mean * SE; n = 13), and probably results from tetra-
caine not being present long enough to abolish the
positive feedback mechanism that underlies the TR
component.

The tetracaine sensitivity of the TR component sup-
ports the notion that it may constitute a regenerative
response fueled by CICR. This presumption was cor-
roborated by experiments where the kinetics of caf-
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feine-induced release were examined before and after
the cells had been incubated with the acetoxymethyl es-
ter form of the fast calcium buffer BAPTA (10 uM). A
combination of BAPTA-AM concentration and incuba-
tion time was found such that the time constants of de-
cay of K-Ca?" transients increased slightly, but their am-
plitude did not show a drastic reduction (see Fig. 7 C).
This condition indicated that intracellular BAPTA had
reached sufficient concentration to began competing
with Ca%?" extrusion mechanisms, but not enough to
significantly compete with fura-2 for Ca?* binding. As
shown in Fig. 7, A and B, after 10 min of incubation,
BAPTA had two main effects: (a) it slowed the decay of
the filler K*-Ca?* transients (a monoexponential fit to
the decay phase of the third K*-Ca?* transient gave a
time constant of 6.4 s before and 10.6 s after BAPTA),
and (b) it eliminated the TR component. Similar re-
sults were obtained in 5 additional experiments. In 9
other cases, where the TR component was spared (see
an example in Fig. 7 C), the combined amplitude of TR
and PR components diminished after incubation with
BAPTA from 923.6 * 91.4 nM to 739.5 * 91.4 nM
(mean * SE). In addition, TR and PR components af-
ter BAPTA treatment were only 500.3 = 59.6 and
257.7 = 33 nM, respectively. It is noteworthy that after
incubation with BAPTA, the separation between the TR
and PR components became much less discernible
(Fig. 7 C), as if BAPTA was also impeding Ca?* binding
to inhibitory regulatory sites on the RyRs which may be
partially responsible for the decay of the TR compo-
nent (see below).

All experiments depicted so far support the hypothe-
sis that CICR underlies the fast release component ini-
tiated by caffeine in nerve cells: This component results
entirely from intracellular Ca?* release and is inhibited
by tetracaine and intracellular BAPTA, which interfere
with Ca?T-mediated positive feedback loops by two
completely different mechanisms. The suppression by
intracellular BAPTA or tetracaine of a fast kinetic com-
ponent of calcium release in skeletal muscle is one of
the strongest evidences supporting the assertion that it
constitutes a release component controlled by calcium
(Jacquemond et al., 1991; Pizarro et al., 1992). An im-
portant property of the TR component is that its ap-
pearance requires the simultaneous activation of a sig-
nificant fraction of Ca?*-release channels together with
an adequate loading of intracellular Ca%" stores. This
property suggests a dependence on the rate of rise of
trigger calcium.

Mechanisms Involved in the Termination of the TR
Component: Sr** Substitution

The kinetics of Ca?* release depicted in this study are
consistent with a Ca?*-dependent dual feedback con-

155 HERNANDEZ-CRUZ ET AL.

A B IE
50s -

o " W
Ftt car caft tHt caff caff

200 nM

]

20s

t caff 10 mM

bt

FiGure 7. Effects of BAPTA-AM on the kinetics of caffeine-
induced release. (A) Recordings of Ca’?" transients elicited by
three applications of high K* (1 s each, vertical arrows) and two ap-
plications of 10 mM caffeine (25 s each, horizontal bars) in a fura-2—
loaded sympathetic neuron. (B) The same experiment was re-
peated after incubating the cell for 10 min in the presence of 10
uM of BAPTA-AM. Incubation with BAPTA-AM slowed the decay
of the K*-Ca?* transients and eliminated the TR component. (C)
Example of an experiment where the TR component was spared.
Note changes in the kinetics of decay of both K- and C- Ca®" tran-
sients. Horizontal arrows indicate resting [Ca®*].

trol mechanism proposed for cardiac cells (Fabiato,
1985). According to this model, the abrupt termination
of the TR component could be explained by Ca?*-depen-
dent inactivation of release. However, other factors, such
as adaptation of RyR/Ca?" release channels (Gyorke
and Fill, 1993; Stern, 1996) or rapid depletion of releas-
able Ca?* from intracellular stores cannot be ruled out.
Ca?* substitution with permeant divalent cations like
Sr?* or Ba?* has provided valuable insights on Ca?* de-
pendent phenomena, such as Ca?*-mediated inactiva-
tion of voltage-gated Ca®* channels (Tillotson, 1979). For
the most part, these ionic replacement experiments have
been useful because Ba?" and Sr?* do not interact as ef-
ficiently as Ca?* with regulatory binding sites (Ober-
hauser et al., 1988). Since Sr?* binds to fura-2 with rela-
tively high affinity, and the spectral properties of the
complex are similar to those of fura-2 bound with Ca?*
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(Kwan and Putney, 1990), we decided to examine the
effects of substituting Sr?* for Ca?* on the kinetics of
TR and PR components. We were hoping that this ma-
neuver would provide clues to better understand the
mechanisms that underlie onset and termination of the
release process.

Fig. 8 shows fura-2 fluorescence changes obtained
from a rat sympathetic neuron after undergoing the Sr**
replacement procedure described in MATERIALS AND
METHODS. As shown in the first half of Fig. 8, both de-
polarization and caffeine-induced fluorescence changes
continue in Sr?"-containing saline. This demonstrates
that Sr?* substitutes well for Ca?* both in voltage-gated
influx and agonist-mediated intracellular release. Con-
trol experiments showed that responses to both stimuli
were eliminated after manipulating the cells in a simi-
lar fashion but with solutions lacking both Ca%* and
Sr2™ (data not shown). Sr?" transients reach much
higher concentrations than Ca?" transients do. This
could be due in part to the fact that Ca** binding pro-
teins and Ca?* extrusion mechanisms bind Sr?* less ef-
ficiently than Ca?'. Nonlinearity of the dye signal
should not be a problem here, since the maximum con-
centrations reached (about 10 pM) are similar to the kg
of fura-2 for Sr** (7.6 wM; Kwan and Putney, 1990).
The kinetics of Sr?* transients shown in Fig. 8 is quite
different from that recorded in the presence of Ca?*.
Most noticeably, Sr** excursions decay more slowly, re-
flecting a less efficient Sr*" uptake and extrusion by
metabolic pumps (Rasgado-Flores et al., 1987; Berman
and King, 1990). Further diminution of buffering ca-

—-
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pacity is observed when the cell is stimulated repeat-
edly. The time constants of monoexponential functions
fitted to the decay phases (1,4) of depolarization-induced
(small arrows) and caffeine-induced (large arrows) Sr**
signals, increased progressively from their initial values
7.3 and 6.8 s, respectively, (first pair of responses in Fig.
8) to 10.2 and 11.84 s (sixth pair of responses). Near
the middle of the recording, 20 wM ryanodine was
added to the bath solution and alternate stimulation
with high-K* and caffeine was restated 2 min later.
Shortly after its application, ryanodine produced a step
increase in resting [Sr?*] and reduced the rate of decay
of the next caffeine response (14 = 19.7 s). Once the
use-dependent suppression of caffeine responses was
established (asterisks), the rate of decay of depolariza-
tion-induced Sr*" transients increased significantly,
from a 14 = 10.0 s (first deflection after stimulation
reinitiated) to 17.0, 17.1, 18.7, and 19.9 s, in the follow-
ing four responses. The effects of continuous ryano-
dine exposure are similar to those observed in the pres-
ence of Ca?* (data not shown) and are consistent with
a locking of the release channels in an open state (Pes-
sah and Zimanyi, 1991).

Fig. 9 compares fluorescence changes recorded from
another cell, first, when it was bathed in Ca2™-contain-
ing saline (Fig. 9 A) and then in Sr?*-containing saline
(Fig. 9 B), immediately after undergoing the Sr?* re-
placement procedure (see MATERIALS AND METHODS).
The stimulation protocol consisted of four condition-
ing 0.5-s pulses of high K* with 10 mM of either Ca* or
Sr?* to preserve the filling status of intracellular stores,

FIGURE 8. Recording of fura-2
fluorescence changes in a sympa-
thetic neuron after undergoing
the Sr?* replacement procedure
(see MATERIALS AND METHODS).
High K* (1 s; short arrows) and 10
mM caffeine (20 s; long arrows)
were applied alternatively with
independent puffer pipettes.
Near the middle of the record-
ing, 20 pM ryanodine was added
to the bath, and 2 min later, al-
ternate stimulation with high-K*
and caffeine restated. Caffeine
responses are eliminated in a
use-dependent manner after ex-

2 uM [Sr2¥]

4 min

ryanodine 20 uM

posure to ryanodine (asterisks).
Horizontal arrow indicates rest-
ing [Sr2*].
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followed by two pulses of 10 mM caffeine in saline con-
taining either Ca%?* or Sr?*, to examine the kinetics of
release. Besides the differences mentioned before, the
most notorious dissimilarities were in the dynamics of
release from intracellular stores. In the presence of
Ca?*, the first caffeine application elicited TR and PR
components, with distinct rates of decay (tqrg = 4.2's,
Tepr = 43.9 5). In contrast, only a single component of
release with a monoexponential decay (tgpg = 11.5 s)
was apparent after the Sr?* replacement procedure.
Fundamental differences also existed in the response
to the second caffeine application: While in Ca%* the
TR component was abolished with only the PR compo-
nent remaining (Tqpgr = 59 s), a significant initial fast re-
lease persisted in Sr?*. Moreover, the rate of rise of the
second caffeine response in Sr?* was almost as large as
the first one (compare Fig. 9, C and D). The decay of
the second caffeine-induced Sr?* release was also fitted
with a single exponential function (14 = 11.1 s).

Fig. 9 Cshows the first derivatives of the signals result-
ing from transmembrane Ca?" influx and intracellular
Ca?* release. If we focus our attention in the last K-Ca?*
transient and in the ensuing C-Ca?* transient, when the
Ca?* content of the store is similar (Fig, 9 C, asterisks), it
is clear that the latter rises faster, possibly because of
the positive feedback amplification that underlies the
generation of the TR response, as opposed to the mod-
est amplification exerted on Ca?" signals originated
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FiIGure 9. Effects of replacing
Ca%*" with Sr2* (A) Ca2* concentra-
tion changes recorded from a sym-
pathetic neuron bathed with nor-
mal, Ca?*-containing saline. The
stimulation protocol consisted of
four conditioning applications of
high K* solution (0.5 s each, verti-
cal arrows), followed by two applica-
tions of 10 mM caffeine in saline
containing 2 mM Ca?* (60 s each,
horizontal bars). (C) First derivative
of records shown in A. (B) Fluores-
cence changes obtained from the
same cell immediately after under-
going the Sr?* replacement proce-
dure (see MATERIALS AND METH-
ops). The stimulation protocol
was repeated under conditions
where EGTA (500 pM) was added
to all bathing solutions, and Ca**
was equimolarly replaced with
Sr?*. (D) First derivative of records
shown in B. Asterisks indicate cor-
responding responses to transmem-
brane flux and intracellular re-
lease before and after Sr?* substitu-
tion (see text). Horizontal arrows
indicate resting [Ca?*] and [Sr?*].
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from Ca?* influx. The same comparison in Fig. 9 D (as-
terisks) reveals that the differences are smaller in Sr2*.
These results are consistent with the notion that Sr?*-
induced Sr?* release may operate with lower amplifica-
tion gain than CICR in rat sympathetic neurons.

The kinetics of caffeine-induced Sr** mobilization is
consistent with Sr?>* release operating with lower feed-
back loop gain (both positive and negative) than the
release of Ca?*. Consequently, a distinct TR response
was not produced in Sr?*, and the diminution of the
initial fast release during the second caffeine challenge
was less pronounced. When Ca?* was the divalent cat-
ion involved, substantial amplification by CICR deter-
mined a conspicuous TR response, whose abrupt termi-
nation may result of both rapid depletion of releasable
Ca?t and Ca?'-dependent inactivation/adaptation of
RyR channels (see DISCUSSION).

The Main Kinetic Aspects of Caffeine-induced Release
Can Be Reproduced with a Simple Mathematical Model

Fig. 10 illustrates the result of a simulation obtained
with our mathematical model. Traces shown from top
to bottom are: mean cytosolic [Ca?*]; luminal [Ca?"]
in the ER compartment that takes up Ca2?* (thick line)
and in the ER compartment that releases it (¢thin line);
normalized Ca%" occupancy of the activating (thin line)
and inactivating (thick line) regulatory sites of the RyRs.
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Caffeine application was simulated by increasing the as-
sociation rate constant for Ca?" binding to the activa-
tion sites, which greatly increases the open probability
of release channels. When intracellular reservoirs are
filled with sufficient Ca%?" (first caffeine response), a
steep initial release of Ca%" is produced (Fig. 10 B, thin
line). Because of their faster association rate constant,

IQZMM

Caff Caff

20 uM

50s

Ficure 10. Simulation of Ca?* mobilization obtained by integrat-
ing the diffusion mathematical model: (A) mean cytosolic [Ca®'],
(B) lumenal [Ca®*'] in the ER compartment that takes up Ca?*
(Caggs; thick line) and in the ER compartment that releases it
(Caggg; thin line), (C) normalized Ca®* occupancy of activating (thin
line) and inactivating (thick line) regulatory sites on the RyR chan-
nels. The effects of two separate 60 s caffeine applications are
shown. Initial parameters used in the integration were as follows:
[Ca?T ]y = 2 M, [CAPT Jgr, = 75 pM, [Ca®" Jggs = 75 pM, B, = 50
uM, aRyRr,, = 0.1 puM, iRyRy,, = 0.1 pM, [RyRp,, = 0.1 pM,
Ratey, = 100 571 pm ™2, Rateyery, = 100 571 pm ™2, PUMP 1 = 0.1
M, Pumpymro, = 0.1 pM, Dg, = 200 pm? 571, dx = 0.25 pm, ds =
0.8 pm?, ds., = 0.4 pm?, volgg = 100 pm3, kg = 1571, by = 0.5
H‘M71 sil’ Ranax = 70’000 571 “‘m727 kofﬂRvR = 0.176 571) koniRvR =
0.28 “‘M_l S_l, ko[IiRVR = 1’300 S_ll koanyR = 10 p“M_l S_IJ kon-(?”aﬂ' =
001 pM~!sL b\ = 25 pM s kpor =251, N =7,
Caffppe = 60 s. The inserts shown on an expanded time scale allow
a comparison of the kinetics of Ca®* binding to the activation and
inactivation sites during the first and second caffeine applications.

the activation sites are occupied more quickly by the
step-like increase in [Ca%?*] than the inactivation sites
(Fig. 10 C, left inset), promoting further release that in
turn may act as trigger Ca®* to activate additional RyRs.
This positive feedback loop is responsible for the re-
generative response here termed TR component. The
early phase of fast release is terminated by way of two
independent processes: (a) slower but more prolonged
occupation of the inactivation Ca?" binding sites of the
RyRs, leading to a decrease in open probability (Fig. 10
C, thick line), and (b) depletion of [Ca?'] in the ER
compartment (Fig. 10 B, thin line), which reduces the
driving force for calcium efflux. A more sustained re-
lease at a lower rate is maintained throughout the caf-
feine application (PR component). When caffeine is re-
applied after a relatively short delay, a smaller Ca?* ef-

L8

0.2 uM

Caff

Caff K+

20 uM

| 0.2

50s

FiGure 11.  Simulation similar to that of Fig. 10, but with eleven
depolarizing pulses given during the interval between the two caf-
feine applications to rapidly refill intracellular Ca®* stores. The ini-
tial parameters used were the same as those in the simulation of
Fig. 10, with the addition of Ca?* flux pulses of Cagpp,, = 0.5 s in
duration, interstimulus interval Cagy,;,, = 5 s and a rate Cagppa =
407! pm2
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flux is produced because the stores have not refilled
completely (Fig. 10 B, thick line). Consequently, Ca®*
accumulates more slowly at the cytoplasmic side of the
RyRs, with the change in [Ca®?'] resembling more a
ramp than a step. In this case, the inactivating sites of
the RyR are occupied with Ca?" almost as quickly as the
activation sites (Fig. 10 C, right inset), thereby suppress-
ing the regenerative TR response. The situation is compa-
rable to that of voltage-gated sodium channels induced
to open with a slowly rising voltage ramp. Inactivation
overcomes activation, thus preventing the generation
of an action potential. As shown in Fig. 11, our model
also predicts the recuperation of the TR response if ad-
ditional Ca%* is supplied by way of voltage-gated Ca2?*
influx before the second caffeine application. These
episodes of additional Ca®* influx increase significantly
the Ca®* content of intracellular stores (Fig. 11 B, thick
line), but since they produce relatively slow changes in
[Ca2*] at the RyR regulatory sites, inactivation domi-
nates activation and no CICR is produced (Fig. 11 C;
compare thick and thin lines). The production of a TR
component during the second caffeine application re-
sults from the increased initial Ca?* efflux, which, by al-
lowing a faster occupation of the activation sites with
Ca?* than the inactivation sites (Fig. 11 C, inset), pro-
vide the means for triggering a regenerative release re-
sponse.

According to this very simplified model, the filling
status of intracellular stores is one of the most relevant
aspects governing the kinetics of Ca?* release, by deter-
mining the rate of change of cytosolic [Ca?*] and the
occupation rate of activation Ca?* binding sites of the
RyRs. Undoubtedly, a multiplicity of other parameters,
such as spatial organization of Ca?* stores and buffer-
ing mechanisms, as well as interaction between neigh-
boring release channels and Ca%" stores, must come
into play to determine the spatial distribution and re-
lease dynamics of Ca?' signals in real cells (Stern,
1992). Nevertheless, the conclusions from this work
provide certain constraints as to which functional roles
neuronal Ca?* stores can and cannot perform. In this
regard, ryanodine-sensitive stores appear to be orga-
nized to emphasize subcellular Ca?" gradients initiated
by agonist-induced intracellular release, rather than to
produce widespread amplification of Ca%* signals origi-
nated from transmembrane Ca?" influx. Naturally, this
does not exclude the possibility that ryanodine-sensitive
stores located near the plasma membrane may produce
substantial local amplification of Ca?* signals origi-
nated from transmembrane Ca?* influx.

DISCUSSION

Voltage-gated Ca?* influx in nerve cells is not very ef-
fective to initiate widespread CICR under physiological
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conditions (Verkhratsky and Shmigol, 1996). A likely
explanation is that Ca?* must diffuse from the plasma-
lemma to the endoplasmic reticulum over relatively
long distances, and [Ca%?"] cannot rise sufficiently fast
near the RyRs to effectively activate them (Hernandez-
Cruz, et al., 1995; Shmigol et al., 1995). Conversely,
Ca?* released directly from intracellular reservoirs is
more likely to efficiently change [Ca?*] in the microen-
vironment surrounding the RyRs. This implies that
both positive and negative feedback regulation of Ca%*
release by Ca?" (Fabiato, 1985) should be more appar-
ent after intracellular release than after transmem-
brane calcium entry. These assumptions are supported
by the experiments described here. One possible ex-
ception to this scheme would be the RyRs located on
specialized endoplasmic reticulum organelles, called
subsurface cisternae (Watanabe and Burnstock, 1976).
In fact, the most convincing examples of physiologi-
cally relevant CICR phenomena after transmembrane
Ca?* influx in nerve cells involve the regulation of plas-
malemmal channels, presumably by Ca%" released from
submembrane domains (Kawai and Watanabe, 1989;
Sah and McLachlan, 1991; Yoshizaki et al, 1995).

This study was aimed to identify the physiological pa-
rameters that determine the dynamics of Ca®* release
from ryanodine-sensitive Ca®* stores in rat sympathetic
neurons. For simplicity, we focused on Ca’" release
phenomena triggered by caffeine, but the same conclu-
sions should be applicable to Ca2?* release initiated by
natural agonists (Hua et al., 1994). Caffeine-induced
release comprises two ryanodine-sensitive kinetic com-
ponents, a fast initial release (TR component), and a
delayed, persistent release (PR component). The early
event shows refractoriness resulting from the depletion
of releasable Ca?*, and requires both the adequate acti-
vation of Ca?" release channels and sufficient loading
of intracellular stores. This behavior suggests a strong
dependence on the rate of rise of trigger calcium. Tet-
racaine and BAPTA-AM, which interfere with CaZ%*-
mediated positive feedback loops by two different mech-
anisms, suppress the TR component, supporting the no-
tion that it is a CICR phenomenon. Our data also suggest
that the abrupt termination of the TR component re-
sults both from rapid depletion of releasable Ca?* and
Ca?*-dependent inactivation or adaptation of RyRs.

Caffeine-induced Intracellular Ca?* Mobilization
in Nerve Cells Comprises Two Kinetic Components,
One of which Is a CICR-dependent Phenomenon

This work provides evidence for two separate compo-
nents of caffeine-induced Ca?* release. The TR compo-
nent is expected from the regenerative nature of CICR
if released Ca%* can promote its own release by a posi-
tive feedback mechanism (see below). The PR compo-
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nent may result from a sustained nonregenerative acti-
vation of release balanced with Ca?* uptake (Kuba,
1994).

The TR component can only be observed when Ca?*
stores are replete. A similar loading-dependent prop-
erty has been described for InsPginduced Ca?" release
in smooth muscle cells (Iino and Endo, 1992) and Ca?*
release from the sarcoplasmic reticulum of intact car-
diac myocytes (Bassani et al., 1995). Several circum-
stances may combine to explain the effects of increas-
ing the Ca?" content of the store: (a) an increased
transmembrane Ca?* gradient, (b) an increased rate of
Ca?" release (Donoso et al., 1995), (¢) an increased
open probability of release channels (Vélez and Suarez-
Isla, 1992; Sitsapesan and Williams, 1994; Tripathy and
Meissner, 1996), and (d) an increased caffeine sensitiv-
ity of overfilled neuronal Ca?* stores (Verkhratsky and
Shmigol, 1996). Also, CICR is strongly dependent on the
rate of rise of trigger calcium, a phenomenon that
probably involves fast competition between Ca?*-
dependent activation and inactivation of release chan-
nels (Fabiato, 1985, 1992; see below). Thus, the filling
status of the Ca?' store may affect the kinetics of re-
lease to the extent that it affects the initial rate of Ca%*
release. Accordingly, a second TR response cannot be
generated (even with a high caffeine concentration)
when Ca?* stores are partially depleted, probably be-
cause [Ca’?"] does not rise sufficiently fast to initiate
CICR. Experiments in cardiac myocytes have demon-
strated that the fractional Ca®* release (the percentage
of SR Ca?* content released by a twitch) increases
steeply as the SR Ca?* load increases. Conversely, Ca%*
release is almost abolished when SR content falls below
40% of its maximum (Bassani et al., 1995).

Our results are inconsistent with the “quantal Ca%*
release” hypothesis according to which individual stores
release their content in an all-or-none manner once
their threshold for caffeine is reached (Cheek et al.,
1994). If this scheme were true, application of caffeine
concentrations <10 mM should elicit CICR phenom-
ena involving low-threshold caffeine-sensitive Ca?* stores.
Likewise, the recruitment of Ca2?* stores with higher
caffeine threshold should give rise to TR responses of
their own, regardless of prior activation of low-thresh-
old Ca?* stores. This type of behavior was not observed
(see Fig. 3 C). Recent experiments in a skeletal muscle
cell line (Gyorke and Gyorke, 1996), suggest that the
incremental Ca?* release phenomenon cannot be ac-
counted for by “quantal” Ca?* release but by adaptive
control of release units (Gyorke and Fill, 1993).

The TR component has properties expected from a
CICR phenomena: (a) it exhibits refractoriness, () it
requires the activation of minimum fraction of Ca?*-
release channels (threshold), (¢) it requires sufficient
loading of intracellular Ca%* reservoirs (i.e., it depends

on the rate of rise of trigger Ca®"), (d) it behaves as an
all-or-none regenerative process once a critical amount
of loading is achieved, and (¢) it is inhibited by drugs
that restrict or abolish Ca?"-mediated positive feedback
loops. One important conclusion of these experiments
is that CICR in nerve cells is possible whenever the con-
ditions are met which allow the generation of adequate
trigger Ca®" signals. Interestingly, freshly dissociated
sympathetic neurons, or cells that have been in culture
for 1-3 d, maintain their caffeine-sensitive Ca%* stores
occupied nearly to the limit of their capacity, despite
the absence of spontaneous electrical activity. This physi-
ological status supports an effective Ca** efflux when-
ever RyR open, either in response to Ca?* or any other
endogenous agonist (Bassani et al., 1995). This differs
from the situation in older cultures of sympathetic neu-
rons or in most studies with central neurons, where in
order to obtain full-sized caffeine responses, ER stores
have to be charged with releasable Ca®' beforehand
(Shmigol et al., 1994).

Tetracaine and BAPTA-AM Suppress the TR Component of
the Release by way of Different Mechanisms

The local anesthetic tetracaine reduces Ca?*-induced
Ca?* release in several preparations (Endo, 1985). Pre-
sumably, these effects result from direct inhibition of
channel activity by binding to high-affinity, regulatory
sites on the RyRs (Xu et al., 1993). In our experiments,
tetracaine reached the cell only during the interval be-
tween the last conditioning K*-Ca?" transient and the
following caffeine application. This was necessary to
prevent tetracaine effects on voltage-gated Ca%* influx
and Ca?" loading of intracellular stores that would have
resulted from inhibition of voltage-gated Ca%* channels
with the tetracaine concentrations used here (Sug-
iyama and Muteki, 1994). In preliminary experiments,
when tetracaine was applied continuously, rather than
for a short period of time, we observed that the TR re-
sponses were always blocked. The brief exposure to tet-
racaine in the experiments reported here underesti-
mates its effects on caffeine-induced Ca?* release. In
fact, they clearly show that CICR is more sensitive to tet-
racaine than voltage-gated Ca?" influx, since it was able
to delay, and in some cases suppress the TR compo-
nent, sparing the PR component. These results are con-
sistent with the reported inhibition by tetracaine of
Ca?*-gated channel activity by an allosteric mechanism
rather than by blockade of the RyR channel (Xu et al.,
1993).

In contrast to tetracaine, BAPTA does not interact di-
rectly with the RyRs. We used this high-affinity fast dif-
fusible Ca?* buffer to try to prevent the interaction be-
tween released Ca?* and RyRs regulatory Ca?* binding
sites. A measure of the ability of exogenous Ca?" buff-
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ers to compete with other Ca?* binding sites is their as-
sociation rate constant (k,,). Since BAPTA’s &, is al-
most diffusion limited (~6.2 X 108 M~! s71; see Kao
and Tsien, 1988) and free BAPTA is likely to equili-
brate with cytosolic Ca?* in <3 ps (Adler et al., 1991),
it is expected to compete effectively for Ca?* with the
RyR activating sites, thus limiting the feedback loop
gain that underlies CICR phenomena. In some experi-
ments, BAPTA was able to suppress the TR component
without affecting Ca?* transients induced by Ca?* in-
flux (see Fig. 7 B). In other cases, the TR component
was spared, but the separation between TR and PR
components became less discernible (see Fig. 7 C, dot-
ted trace). These effects of BAPTA on the kinetics of de-
cay of the caffeine-induced release are reminiscent of
the effects of Sr?* substitution (see Fig. 9 B). In both
cases, the decay of the TR component becomes slower,
conceivably as a result of a decreased interaction of the
divalent cation with inhibitory regulatory binding sites
on the RyRs (see below). Cells massively loaded with
fura-2, (1-h incubation or more) often display alter-
ations of Ca?" dynamics similar to those produced by
incubation with BAPTA AM.

Substitution of the Permeant Divalent Cation Provides Kinetic
Information on the Onset and Termination of the TR
Component of the Caffeine Response

A model of RyR dynamics has been postulated for car-
diac cells, whereby the cytoplasmic side of the channel
possess two regulatory Ca?* binding sites, one that is
fast and positively regulatory and another that is slow
and negatively regulatory (Fabiato, 1985). A feedback
control by Ca’?* on IPymediated Ca®* release has been
demonstrated in flash-photolysis experiments of caged
IP; and caged Ca%" in permeabilized smooth muscle fi-
bers (Iino and Endo, 1992). Caffeine-induced release
in mammalian sympathetic neurons exhibits a bell-
shaped dependence on cytosolic Ca?" concentration,
which could give rise to positive feedback in the earlier
phase of release followed by negative feedback due to
Ca?*-dependent inactivation (Hernindez-Cruz et al,,
1995). Although the kinetics of Ca?" release depicted
in the present study was seemingly consistent with this
dual feedback control mechanism, it was uncertain to
what extent the termination of the TR component
could depend on Ca?*-dependent inactivation since for
the most part, the reported biphasic Ca*" dependence
is more closely related to steady-state conditions. Fur-
thermore, other factors related to the release process,
such as adaptation of RyRs (Gyorke and Fill, 1993) and
Ca?* depletion of intracellular stores, could also influ-
ence this process.

The Ca?* content of the caffeine-sensitive store di-
minishes after the generation of a TR response (see
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Figs. 1 and 3 A). We can speculate that if local deple-
tion of releasable Ca?* occurs at a sufficiently fast rate,
the feedback gain that sustains the activity of release
channels would be significantly reduced, thus playing a
role in the termination of the TR. Ca?*-dependent in-
activation or adaptation, described for RyRs isolated
from cardiac sarcoplasmic reticulum (Gyorke and Fill,
1993), could also participate in terminating the release.
Direct evidence for the relative contribution of these
mechanisms to the termination of release is difficult to
obtain in intact cells, because manipulations that affect
Ca?* binding to the inactivation site(s) are likely to af-
fect binding to the activation site(s) as well. Also, cyto-
plasmic Ca?* removal mechanisms (buffering, seques-
tration, and extrusion of Ca®>") can become affected in
unpredictable ways.

Sr2* permeates through both plasmalemmal and RyR
Ca?* channels (Hagiwara and Ohmori, 1982; Williams,
1992) and is taken up by neuronal intracellular stores
(Rasgado-Flores et al., 1987). Moreover, Sr** influx can
induce Ca?" release from caffeine-sensitive stores in
smooth muscle cells (Grégoire et al., 1993) and binds
to fura-2 with high affinity, producing the same type of
changes as Ca?" in spectral properties of the dye (Kwan
and Putney, 1990). Nevertheless, in part because of its
larger ionic radius (Hille, 1992), Sr?* is not expected to
interact with Ca?* binding sites on the RyR channel as
efficiently as Ca?*. An impaired interaction of Sr®* with
regulatory binding sites has been well documented for
Ca?t-activated K™ channels, where Sr2* is ~160 times
less effective than Ca?* as a channel agonist (Ober-
hauser et al., 1988). Given these properties, we rea-
soned that by examining the effects of substituting
Ca?* for Sr?* we could gain clues to better understand
the mechanisms that underlie the dynamics of caffeine-
induced Ca?* release.

As shown in Fig. 8, Sr?* can substitute for Ca?* both
in voltage-gated influx and caffeine-induced intracellu-
lar release in rat sympathetic neurons. Caffeine-induced
signals were abolished by ryanodine, demonstrating
that they indeed represent Sr?* release from intracellu-
lar stores. A gross contamination by Ca?" in these ex-
periments was ruled out because (a) external Ca?* con-
centration was maintained below 100 nM throughout
the experiment by excluding Ca?* and adding 0.5 mM
EGTA to all external solutions, and (b) fura-2 fluores-
cence signals disappeared altogether when Sr?* was
omitted from the external medium. A potentially sig-
nificant problem could result if a small amount of in-
tracellular Ca®" persists after the Sr?* replacement pro-
cedure. The presence of a residual resting Ca?* would
seriously affect [Sr?>"] determined with fura-2, because
of its higher affinity for Ca?* (ky = 0.3 pM). Neverthe-
less, this problem should not affect significantly the ki-
netics of intracellular Sr?* transients.
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Fluorescence changes recorded in the presence of
Sr?* were different from those obtained in Ca?*. For in-
stance, they decayed more slowly, reflecting a less effi-
cient handling of Sr?* by metabolic pumps (Rasgado-
Flores et al., 1987). Most importantly, the kinetics of re-
lease from intracellular stores was markedly dissimilar.
Rather than the TR and PR components elicited by the
first caffeine application when the stores are replete
with Ca?*, only a single component of release was ap-
parent in Sr?*, with a decay time constant (14 = 11.5 s)
intermediate between those of TR and PR components
in Ca%"-containing saline (Tqrr = 4.2's, Tgpr = 43.9 ).
Two possible explanations exist for this result: (a) the
decay of the TR component slows as a result of defi-
cient buffering and () TR and PR components fused
into one.

The simplest interpretation for a monoexponential
decay of caffeine-induced Sr** release is that Sr?* inac-
tivates its own release much less efficiently than Ca?*
and that the kinetics of decay are now dominated by
the rate of depletion of intracellular stores. If Sr?* were
as effective as Ca?* at activating RyRs, then caffeine
should deplete more because of uninterrupted activa-
tion in the absence of counteracting inactivation. Nev-
ertheless, as shown in Fig. 9 B, a substantial amount of
fast Sr?* release persists during the second caffeine
challenge. This could indicate that stores become less
depleted of Sr?* at the end of the first caffeine applica-
tion. This would be possible if feedback activation of
RyR is also less effective when Sr?* is the flux carrier.
Alternatively, intracellular stores could become equally
or even more depleted in the presence of Sr?>*, but as
inactivation is less effective, Sr®* activation of the RyR
channels could still evoke fast release in spite of the re-
duced intraluminal Sr?* concentration. Comparison of
activation and inactivation kinetics of single neuronal
RyRs incorporated into lipid bilayers, upon step appli-
cations of Ca?* and Sr?*, should help us decide among
these possibilities.

When the first derivatives of signals associated to
transmembrane Ca?* influx and intracellular Ca2?* re-
lease are compared under similar conditions of Ca?*
content of the intracellular pool (Fig. 9 C, asterisks), it is
apparent that the latter rises faster. This difference could
result from the positive feedback amplification that
underlies the generation of TR responses. However,
when Sr?* substitutes for Ca2", the differences in rate
of rise between signals associated with influx and re-
lease are smaller (Fig. 9 D, asterisks). The tentative con-
clusion of these results is that Sr>*-induced Sr?* release
operates with lower amplification gain than CICR in
sympathetic neurons.

In summary, the kinetics of caffeine-induced Sr?*
mobilization is consistent with the idea that the release
of Sr?* operates with a lower feedback loop gain (both

positive and negative) than the release of Ca?*. When
Ca?* is the flux carrier, a regenerative TR response can
be generated as a result of amplification by CICR. The
abrupt termination of this fast release, in spite of the con-
tinuous presence of the agonist, appears to be the out-
come of both rapid depletion of releasable Ca?* and
Ca?*-dependent inactivation or adaptation of release.
Single channel recordings of neuronal RyRs would be
required to determine more precisely the contribution
of Ca?*-dependent inactivation and adaptation to this
process.

Mathematical Modeling of Caffeine-induced
Ca?* Mobilization

Our mathematical model attempts to describe qualita-
tively how the macroscopic phenomena observed in
real cells relate to the basic properties of CICR. The
model belongs to the class of common pool models
(see Stern, 1992), meaning that trigger calcium reaches
the RyRs via the same cytosolic calcium pool into which
the calcium is released. These models are intrinsically
unstable. If they are conferred with low loop gain (i.e.,
calcium release relatively insensitive to cytosolic [Ca2*]),
they produce only a moderate amplification of tran-
sients produced by the trigger calcium. When the gain
is set to a higher value, more amplification is produced,
but all-or-none Ca?* transients develop that evolve au-
tonomously when cytoplasmic calcium reaches a cer-
tain threshold. In our variant of common pool model,
Ca?* entering through plasmalemmal Ca%?* channels is
insufficient to induce CICR because of the effects of
diffusion over several cytosolic compartments. Never-
theless, Ca?* entering through this pathway is readily
taken up by intracellular stores, greatly affecting their
filling status.

Judging by the modest amplification of Ca?" signals
resulting from transmembrane Ca?* influx, CICR in
nerve cells constitute an example of low loop gain sys-
tems. However, as shown in this study, trigger Ca%*
originating from intracellular stores can produce re-
generative responses characteristic of high loop gain
models. The solution to this apparent discrepancy re-
sides in the rate of rise of trigger Ca%*, which deter-
mines the effective gain of CICR: If Ca%" rises suffi-
ciently fast, activation can overcome inactivation and
regenerative responses are generated. Conversely, for
slowly developing changes in Ca?" concentration, CICR
operates with low gain. The notion that the rate of rise
of trigger Ca%" is the most important parameter deter-
mining the extent of release is supported by experi-
mental and theoretical studies (Fabiato, 1985, 1992;
Tang and Othmer, 1994; Stern 1996). The main con-
clusion of our results with the model is that the loading
status of intracellular stores determines the effective
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gain of CICR, regardless of the source of trigger Ca?".
Since it is conceivable that this physiological parameter
undergoes cellular control, both globally and locally, it
may represent a potentially important mechanism for
regulating CICR.

Interaction between neighboring RyRs and calcium
stores is intrinsic to common pool models provided
that they are sufficiently close to one another so that
they respond to each other’s released Ca?*. Our model
does not specifically consider interactions between re-
lease channels. In heart cells, RyRs are organized in dis-
crete release units coupled to single sarcolemmal dihy-
dropyridine channels, but largely uncoupled from
neighboring release units, an arrangement that pro-
vides high gain but prevents uncontrolled regenerative
behavior (Stern, 1992).

In avian heart cells, where excitation-contraction
coupling depends on Ca?* diffusion from one release
unit to the next one (because of the lack of t-tubules;
Sommer et al., 1991), the distance between individual
release units and its nearest neighbors is about 135 nm.
Presumably this distance allows effective propagation
of a wave of Ca%" release between neighboring release
units (Protasi and Franzini-Armstrong, 1996). The spa-
tial organization of neuronal intracellular calcium pools
and release units is largely unknown (Pozzan et al.,
1994). Sympathetic neurons possess abundant ryano-
dine binding sites (Hernandez-Cruz et al., 1995) but
lack privileged communication pathways (i.e., t-tubules)
between the plasmalemmal voltage-gated Ca?* chan-
nels and the majority of their Ca?* release channels.
The necessity of using caffeine concentrations close to
the half-maximal dose in order to elicit regenerative re-
sponses in nerve cells (this study), suggest that overall,
the interaction between release channels is limited. It is
possible that the distance between neighboring release
units does not favor a significant interaction. Alterna-
tively, Ca?*-dependent inactivation and local depletion
of releasable Ca%*" could extinguish channel activity
shortly after it has been initiated by the stimulus. A de-
tailed study on the spatial organization of release units
in nerve cells is required to understand the reasons for
their apparently limited interaction.

This study suggests that neuronal CICR is designed to
favor amplification of Ca?* signals originated from in-
tracellular sources like IP; or ryanodine-sensitive Ca?*
stores themselves, rather than amplification of voltage-
gated Ca?* influx. The gain of this amplification mech-
anism may be regulated by the density of RyRs, the fill-
ing status of the Ca?" stores and the local concentra-
tion of physiological activators of release (Mészdros et
al,, 1993; Hua et al., 1994). We propose that the pri-
mary role of ryanodine-sensitive intracellular stores in
nerve cells (and possibly of other nonmuscular cells) is
to improve signal to noise ratio by intensifying subcellu-
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lar Ca?" gradients generated by agonist-induced intra-
cellular Ca®* release. This local Ca®* signaling function
of CICR may be particularly relevant for confined cellu-
lar compartments, like synaptic terminals, dendritic
spines, or submembrane domains (Verkhratsky and
Shmigol, 1996).

APPENDIX

Mathematical Model

To compute Ca?* concentration changes in the differ-
ent compartments of the nerve cell, the cytosolic space
was divided into three regions: an outmost shell (com-
partment 0; closer to the plasma membrane), a region
composed of n — I intermediate, nonborder compart-
ments, and an inmost shell (compartment #; closer to
the intracellular store membrane). The endoplasmic
reticulum was represented by two diffusionally con-
nected compartments, one that takes up Ca?* from the
cytosol and another one that releases it into the cytosol.

The net change in Ca’?* concentration in any com-
partment ¢ at all times is given by the difference be-
tween Ca®* influx and efflux:

a[ca’’1(te)

S = 3 (60) — Jo (10) . (AD)

where [Ca®'](f,¢) is the Ca?" concentration of com-
partment ¢, and J, (t,¢), Jo. (4¢) are the net Ca?" influx
and efflux into/from compartment ¢. In general, for an
arbitrary compartment ¢, Ca?* fluxes resulting from dif-
fusion exchange with adjacent compartments, DI{c)
and exchange with fixed buffers, BI{(¢) are given by:

D
DFc = d—c,j{ [Ca®] (tc-1) -2
X

Opca® (te ) +[Ca”] (te+1) } (A2)
and
DB(c) = kg O[Ca*"] (t,c) (By, (c) +—B_Ca(tc)]
—Ki5 [B_Ca(t,c), (A3)

where D, is the Ca?" diffusion coefficient and dx the
thickness of compartment ¢, By, (c) and B_Ca(t,c) are to-
tal and Ca?*-bound fixed buffers in compartment ¢,
konp and kg are association and dissociation rate con-
stants of fixed buffers with Ca?*. The Ca*" pump activ-
ity responsible for Ca?* extrusion from compartment 0
through the plasma membrane (Pump,,) and Ca?* re-
moval from compartment n through the ER membrane
(Pumpe.,,,) is represented as follows:

PUMP_Ca (t)

2+ _
Pump (Ca” t) = Rate, D{ PUMP,..

} s (Ad)
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The magnitude of this Ca?* transfer function is given
by the pump maximal transfer rate per unit of area,
Rate,, multiplied by the fraction of the total number of
Ca?* binding regulatory sites which are occupied with
Ca?*: PUMP_Ca(t)/ PUMPy,,. Here, PUMPy,, is the total
number of Ca’?" binding sites and PUMP_Ca(t) the
number of sites bound with Ca%*. dsis the area section
of plasma or endoplasmic reticulum membrane in-
volved. Occupation with Ca?* of regulatory sites is gov-
erned by a first order mass action law:

d[PUMP Ca] (t) _
dt -

—PUMP_Ca(t)} —kyp{ PUMP_Ca(t)} ,

k. O{ [Ca"'] (t) CPUMP;,,

(A5)

where k,.p and k,gp represent association and dissocia-
tion rate constants for Ca?* binding, respectively.

[Ca?T] changes in the outmost shell (compartment 0).
These changes are given by:

g[ca’] (t0) _
ot

~[Ca”"] (1,0)} —Pump,, (Ca’"t) 3{Ca”"} (1,0)

Cag, (1) Of [Ca”"] (text)

—DF0- BFO. (A6)

In this expression, Cacy(t) describes the depolariza-
tion-induced opening of a voltage-gated Ca?* conduc-
tance, given by:

0 |
Cag, (1) = Cagyma EZ [u(t - (i +1) BCacyy
i=0

=1 BCagypy ) —u(t — (i +1) (Cagyy

O

~ (i+1) Kagyp, )1 0Hs (A7)
where Cagppay is the maximum Ca?* permeability per
membrane area unit, Cagyy,, 1S the time interval be-
tween [ successive depolarizations, Cacpp,, is the dura-
tion of each stimulus, and ds is the plasma membrane
section area of compartment 0. u(¢t — a) is a square
pulse Heavyside function defined as follows:

Lu(t—-a) = 0=t<a
Cu(t—a) =1=t=a
Ca?* efflux from the outmost shell (compartment 0)
by the plasmalemmal Ca?* pump is given by:

PUMP,, Ca(t,0)

2+ _
Pump,, (Ca” t) = Ratey,, [ PUMPmet [ds.

(A8)

Since Ca?* diffusion through the plasma membrane
is negligible, the diffusional fluxes of the outmost shell
(compartment 0), can be written as follows:

_ DCa 2+ 2+
DF (0) = &{ [Ca” ] (1.0) —[Ca” ] (t1)} . (A9)

[Ca?* | changes in nonborder shells (compartments 1 to n —
I). In each of these compartments, Ca?* fluxes due to
the opening of Ca’?* channels and Ca%" pump activity
are absent. Therefore, the changes in Ca?*, are simply
given by:

g[ca’] (t)) T
ot

[Ca?" ] changes in the inmost shell (compartment n). The
Ca?* concentration changes in compartment n can be
computed as follows:

d[ca’] (t,n)
ot

—[Ca’™] (tn)} —Pump,, (Ca’"t) O[Ca’"] (t,n)

= DF(j) —BF(j). (Al0)

j=n-1

= RyR(Ca’"t) O [Ca’"] (LERY)

—DF (n) =BF (n). (Al1)

The first term represents Ca%* influx due to Ca?* mo-
bilization through RyR release channels. Here, the
function RyR(Ca?*,t) represents the macroscopic Ca?*
permeability per unit membrane area of the endoplas-
mic reticulum compartment capable of releasing Ca?*
to the cytosol (ERt). Release channels possess three reg-
ulatory Ca?* binding sites: two cytosolic sites, which reg-
ulate activation and inactivation of the channel, and a
third luminal site, which regulates channel conduc-
tance. The macroscopic Ca?* permeability of these
channels is given by:

RIR(C™" 1) = RYR D{M} .

aI:zyRTot
_iRyR Ca(tn) 1 JRRCa(tER) ™
{1 iI:\>yRTot } D{ IRyRTot J [dserm! (A12)

where RyR,,, is the peak macroscopic permeability per
unit of area, aRyR_Ca(l, n)/ ARyRy,, is the fraction of ac-
tivating sites occupied with Ca?*. Likewise, iRyR_Ca(t,
n)/ iRyRy,, is the fraction of inactivating sites occupied
with Ca%*, and [RyR_Ca(t, ER )/ IRyRy,, is the fraction of
luminal sites occupied with Ca%*. Nis the cooperativity
of the lumenal regulatory site and ds,,,, is the area of
the section of the ER membrane. These regulatory
Ca?* binding sites are occupied with Ca?* according to
the law of mass action:

d[aRyR Ca] (tn) - KonaryR (cat 1) Ij[CaH] (tn) O

ot
[aRyRr, —aRyR Ca(tn)] —Kyryr [ARYR Ca(tn)],
(A13)
d[lRyR_dct:a] tn _ o D] (41)
[iRYRr —IRYR_Ca (tn)] —Kypimyr [IRYR_Ca (tn)]
(A14)
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d[IRyR_C(;?] Lt - KoniRyR ° [Ca™] (tERt) O

[IRYRro ~IRYR_Ca (LERY)] — Kyygyr [IRYR Ca(LER)] ,
(A15)

where RonaryR (catt, 0> KottaryR> KoniryR> KoffiryRs KoniryRs and Rofiryr
are the association and dissociation rate constants of cy-
tosolic and lumenal regulatory Ca?* binding sites of the
release channel. A caffeine dependence has been intro-
duced to the association rate constant of the activating
site. This parameter is used to simulate agonist-induced
stimulation of the release channel as follows:

Konaryr (Caff,t) = Ko _car + (Kon+ cat = Kon—cat) U

SZO[U (t— (i +1) [Caff,, —i [Caff,, )

O
~u(t (i+1) [Caffy,~ (i+1) [Caffy,) 10, (A16)

where k., _ . and k., ; . are the association rate con-
stants before and after and during caffeine application,
respectively. Caff,, is the interval between m caffeine stim-
uli and Caffp,, is the duration of each caffeine stimulus.

The Ca?" uptake from the inmost shell (compart-
ment n) by the ER Ca?* pump is given by a transfer
function similar to that of the plasmalemmal Ca?*
pump.

PUMP,,_Ca(t,n

PUMp,,, (Ca°",t) = Rate,,, & SoE (tn) Serm-

EMrot (A17)

Since Ca?' diffusion through the ER membrane is
negligible, the diffusional fluxes of the inmost cell
(compartment 7), can be written as follows:

_ DCa 2+ 2+
DF(n) = —<{[Ca ] (tn) —[Ca" ] (tn-1)}.
dx (A18)

Ca?* distribution within the ER compartment. In this model
the ER comprises two diffusionally connected compart-
ments. The first one (ERs), removes Ca®* from the cyto-
sol by way of the ER Ca%" pump. The second one (ER)
releases Ca®* into the cytosol via Ca?* release channels.
The change in Ca?* concentration in compartment ERs
is given by:

d[Ca’"] (t, ERs)

5 = Pump,,, (Ca’" t) - [Ca’"] (tn)

2
USer ¢ 1ca?*] (1 ERS) — [Ca®] (1, ERD)} .

2
(A19)

— DCa .
ER

where dsgy, is the thickness of the ER compartment and
volgg is the volume of each ER compartment, and the
change in Ca?* concentration in the ER compartment
that releases Ca?* into the cytosol is given by:

2+ d52
JdlCa” | ({LERY) _ Dg, O E2R 0
ot vol ;5

{[Ca™"] (t, ERs) — [Ca’"] (t, ER)}

~RyR(Ca”"t)  (Ca’ ] (t, ERY) —[Ca®" ] (tn)}.
(A20)

All equations were numerically integrated using a fi-
nite difference approximation (Euler method) with the
aid of the Scope 3.5 simulation package.
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