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RESUMEN.

La hipertensién esencial es una patologia multifactorial de causas
desconocidas y las ratas SHR son el modelo animal utilizado para investigar los
mecanismos de la fisiopatologia. El incremento de catecolaminas circulantes,
se ha implicado en el origen y/o mantenimiento de la hipertension esencial. Se
ha demostrado que la simpatectomia en ratas SHR jovenes reduce los niveles
de hipertension en la etapa adulta, pero la eliminacién de la médula de la
glandula suprarrenal en las ratas SHR simpatectomizadas previene el
desarrollo de la hipertension. Por otra parte, se ha reportado que la secrecion
de catecolaminas de glandulas suprarrenales intactas de ratas SHR es mayor
que la de ratas normotensas WKY al ser estimuladas con acetilcolina o por alto
K*. Durante la estimulacién el incremento del Ca®" intracelular es indispensable
para que se lleve a cabo la secrecion de catecolaminas. La entrada de Ca®* a
través de los canales de Ca®* dependientes de voltaje (CCDV) es decisiva para
incrementar el Ca®" intracelular, por lo que posiblemente alteraciones en la
entrada de Ca®" por estos canales podria explicar la hipersecrecion de
catecolaminas reportada de células cromafines de la médula suprarrenal de
ratas SHR. En este trabajo evaluamos la corriente de calcio de células
cromafines en rebanadas de glandulas suprarrenales de ratas hipertensas SHR
y normotensas WKY.

Mediante la técnica de patch-clamp en fijacién de voltaje en célula entera
comprobamos que la ICa de células cromafines de ratas WKY y SHR presenta
un componente transitorio que se activa e inactiva rapidamente durante voltajes
negativos y uno sostenido que predomina en voltajes positivos. Demostramos
que no existe diferencia significativa en la densidad de ICa, en la relacion |-V, ni
en la cinética de activacién e inactivacion dependiente de voltaje entre ambas
cepas. No observamos ICa tipo T y determinamos que no hay diferencia en la
contribucion de los diferentes subtipos de CCDV (L, N, P-Q, R) a la ICa total.
Importantemente, demostramos que el componente transitorio de la ICa se
debe al reclutamiento de la variante Cay1.34504 del canal Cay1.3 (a1D) de
inactivacion rapida de Ca®* y que la variante Cay1.34, de inactivacion lenta no
se expresa en células cromafines de ratas WKY y SHR.

Nuestros resultados sugieren que la entrada de Ca®* a través de los
CCDV no es diferente entre células cromafines de ratas WKY y SHR, al menos
en etapas tempranas de la hipertensidén, por lo tanto la hipersecrecion de
catecolaminas reportada de células cromafines no se puede explicar por
alteraciones en los CCDV.

Por otra parte, es necesario dilucidar las implicaciones fisiolégicas de la
expresion atipica de Cay1.3404 Y el déficit de Cay1.342 en ratas WKY y SHR;
ademas de evaluar si esto ocurre unicamente en la médula suprarrenal o si
este patron de expresion sucede en otros tejidos. Es posible que estas
diferencias permitan explicar en alguna medida las alteraciones funcionales o
conductuales reportadas en ratas WKY y SHR, incluyendo la susceptibilidad a
desarrollar hipertension.



I. INTRODUCCION

1. EL SISTEMA SIMPATOADRENAL

1.1 LA RESPUESTA AL ESTRES

El sistema nervioso central (SNC) dirige la actividad del sistema nervioso
auténomo (SNA) por medio de zonas ubicadas en el hipotalamo, en el tronco
encefalico y en la corteza cerebral. El SNA inerva el musculo liso, el musculo
cardiaco y las glandulas de todo el organismo, modulando la actividad del
sistema cardiovascular, respiratorio, urogenital y digestivo (Landsberg y Young,
1992).

La funcion fundamental del SNA es el control del equilibrio del medio
interno y efectuar las respuestas ante estimulos externos e internos a través de
sus dos subsistemas: el sistema nervioso simpatico (SNS) y el sistema
nervioso parasimpatico (SNP). EI SNS se encarga de preparar al individuo en
defensa ante una situacion de estrés o de peligro, mientras que el SNP se
relaciona con funciones protectoras y conservadoras de energia (Genuth, 2004;
Guyton y Hall, 2011).

Ante situaciones de alarma o de peligro, el SNS y la médula de la
glandula suprarrenal funcionan conjuntamente para responder apropiadamente
ante el estimulo. Al complejo anatdmico-fisiolégico conformado por ambos
elementos se le denomina sistema simpatoadrenal (Landsberg y Young, 1992).

La manera en la que el sistema simpatoadrenal responde ante una
situacion de miedo, alarma, estrés o de conflicto, es mediante una descarga
masiva de catecolaminas (adrenalina y noradrenalina) hacia el torrente
sanguineo disponiendo al organismo para la “respuesta de lucha o huida”, es
decir, se enfrenta la situacion o se huye inmediatamente de ella, esta respuesta
fue estudiada por Walter Cannon en 1929. Los efectos del aumento de
catecolaminas en la sangre genera respuestas altamente coordinadas y
precisas caracterizadas por incrementar el pulso cardiaco, incrementa la
contraccion del miocardio aumentando la presién arterial; la irrigaciéon
sanguinea se distribuye principalmente hacia el musculo esquelético, la

glucosa se moviliza del higado y del musculo e incrementa en la circulacion;
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ademas, los bronquiolos y las pupilas se dilatan (Douglas, 1989; Hoffman y
Taylor, 2001).

1.2 EL SISTEMA SIMPATOADRENAL Y LA PRESION ARTERIAL

Gran parte de la importancia funcional del sistema simpatoadrenal radica
en la respuesta aguda a diferentes estimulos; sin embargo, la respuesta
sostenida ante estimulos cronicos también debe tener relevancia. Un ejemplo,
es que ante una situacidn aguda de peligro, el aumento de catecolaminas en el
torrente sanguineo produce, entre otros efectos, un incremento momentaneo
en la presion sanguinea; no obstante, se desconoce si el incremento sostenido
en la actividad simpatoadrenal puede mantener los valores de presion arterial
elevada, convirtiéndose a largo plazo en hipertension. Existen reportes donde
se han relacionado alteraciones en el sistema simpatoadrenal con el origen de
la hipertensién esencial (Goldstein, 1983; Westfall y Westfall, 2007).

La hipertension se considera como una fisiopatologia de origen
multifactorial poli-genética que involucra interacciones complejas entre
mecanismos determinados genéticamente y factores medioambientales. La
presion arterial se define como la presién hidrostatica generada en el sistema
arterial por el bombeo de la sangre del corazéon contra la resistencia periférica
de los vasos sanguineos. Los parametros de interés son la maxima o sistdlica,
presidn generada durante la contraccion del corazon; la minima o diastdlica,
que ocurre justo antes de la siguiente contraccién y el pulso de presién o
diferencia entre sistdlica y diastélica (Guyton y Hall, 2011). Los valores
normales de presion arterial en el humano son: ~120/70 milimetros de mercurio
(mm Hg) sistdlica/diastolica; variaciones por debajo de los valores normales se
consideran como hipotensién < 90/50 mm Hg, mientras que valores por arriba
de los niveles normales > 140/90 mm Hg se considera como hipertension
(Guyton y Hall, 2011; Organizacién Mundial de la Salud).

La hipertension arterial es la enfermedad cardiovascular mas comun con
prevalencia mundial de aproximadamente el 30%, y es el mayor factor de
riesgo para sufrir infarto cerebral, infarto cardiaco, cardiopatia y/o enfermedad
renal. En México, como lo indica la Encuesta Nacional de Salud de 2006 el 33

% de la poblacién adulta mayor a 20 afos de edad presenta hipertension.
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1.3 LA HIPERTENSION ESENCIAL

La hipertension arterial se divide en funcion de si se conoce 0 no su
genesis, denominandose hipertension esencial o primaria cuando no se conoce
la patogénesis o secundaria cuando su patogénesis corresponde a causas
conocidas como puede ser coartacion de la aorta, feocromocitoma,
aldosteronismo primario, glomerulonefritis cronica, sindrome metabdlico,
hipertension renovascular. Aproximadamente 90% de los pacientes con presién
arterial elevada presentan hipertensién esencial; mientras que en el 10%
restante la hipertension es consecuencia de una alteracion identificada
(Cowley, 2006).

En 1953 Schroeder describié a la hipertensiéon esencial como ‘“la
condicion que puede considerarse como una enfermedad vascular simple de
causa desconocida o puede ser un grupo de enfermedades separadas con un
resultado comun y efectos secundarios comunes, cada uno de los cuales son
etiolégicamente diferentes, pero pato-genéticamente similares; producen
incremento en la presion arterial” (Cowley, 2006).

Desafortunadamente no se ha podido encontrar una causa comun de la
hipertension esencial, se considera una enfermedad compleja generada por la
interaccion entre multiples factores, caracteristicas poli-genéticas que son
determinadas por diferentes variantes, interacciones gen-gen (epistasis) y el
medio ambiente. Debido a estas razones es indispensable determinar cuales
son las posibles anomalias fisiolégicas que promueven el incremento de la
presion arterial (Cowley, 2006).

En los mamiferos, la activacion del sistema simpatoadrenal representa
un mecanismo que ayuda a sobrellevar situaciones estresantes. En respuesta
al estrés, las catecolaminas son de los primeros mediadores en ser secretados
al torrente sanguineo, estas hormonas de estrés ejercen multiples acciones, en
particular en el sistema cardiovascular. Dirigen el ajuste de presion sanguinea y
del ritmo cardiaco, asi como del metabolismo energético habilitando al
organismo a responder ante una amenaza para la supervivencia (Landsberg y

Young, 1992). Sin embargo, hasta el momento no es del todo claro si



situaciones de estrés crénico promueven alteraciones que generen
hipertension arterial.

Se ha sugerido que alteraciones a nivel del sistema renina-angiotensina,
sistema nervioso simpatico y sistema simpatoadrenal intervienen de manera
importante en la patogénesis de la hipertension esencial (Antonaccio y Kerwin,
1981; Goldstein, 1983; Grassi y cols, 1998); no obstante, la manera en la que
participan no es del todo clara.

Como ya se menciond, anomalias en el sistema simpatoadrenal se han
relacionado con la hipertensién esencial, especialmente el incremento de
catecolaminas circulantes (Goldstein, 1983). Este trabajo se enfoca en un
componente del sistema simpatoadrenal, las células cromafines de la médula
de la glandula suprarrenal que liberan catecolaminas al torrente sanguineo y
que pueden ser consideradas como un elemento importante en el origen y/o

mantenimiento de la hipertension esencial.

2. GENERALIDADES DE LA GLANDULA SUPRARRENAL

2.1 ANATOMIA Y FUNCION DE LA GLANDULA SUPRARRENAL

Las glandulas suprarrenales son dos pequenas estructuras de forma
piramidal ubicadas en el retroperitoneo sobre la parte superior de cada riidn
(figura 1) y conforman junto con el SNS el sistema simpatoadrenal (Landsberg
y Young, 1992; Guyton y Hall, 2011). En los mamiferos, la glandula adrenal
esta compuesta por dos partes diferenciadas anatémica y funcionalmente, la
corteza y la médula (figura 1). La glandula esta envuelta por una capsula de
tejido conectivo que la mantiene adherida al rindn, ademas esta recubierta por
tejido adiposo y se considera que presenta una de las tasas mas altas de flujo
sanguineo por gramo de tejido (Genuth; 2004).

La funcién de la glandula suprarrenal es proteger al organismo contra el
estrés. En 1929 Walter Cannon propuso que la médula responde ante
situaciones de estrés agudo manifestandose la respuesta de “lucha o huida”
que prepara al organismo para responder al agente estresante; por otra parte,
entre 1930 y 1940 Hans Selye propuso que la corteza responde ante
situaciones de estrés cronico presentandose el sindrome de adaptacion

-4 -



general que consta de una primera fase “reaccion de alarma” similar a la
propuesta por Cannon; si la situacion estresante se prolonga continua una
segunda fase “etapa de resistencia” o también conocida como etapa de
adaptacion; por ultimo se da la etapa de “agotamiento” en la cual disminuye la
etapa de resistencia e incrementa la vulnerabilidad a generar respuestas
fisiopatolégicas por estrés (Hauger y Dautzenberg, 2000). La hipertensién
esencial podria considerarse como una patologia donde probablemente las

situaciones de estrés cronico intervengan en su origen y/o establecimiento.

Figura 1. Las glandulas suprarrenales. Esquema que representa la ubicacion de las
glandulas suprarrenales en el humano. A la derecha se ilustra un corte de una de las glandulas
donde se observa las dos estructuras que las componen, la corteza al exterior y la médula en la

parte central.

2.2 LA CORTEZA SUPRARRENAL

La corteza suprarrenal conforma entre el 80 a 90 % de la glandula y se
divide en tres estratos denominados, desde la parte mas externa hacia el
interior: 1) zona glomerulosa, cuyas células sintetizan y secretan
mineralocorticoides (aldosterona) indispensable para conservar la homeostasis
del agua y electrolitos, en particular al mantener un balance en el sodio y
potasio extracelular, asi como controlar el volumen del fluido extracelular. 2)
zona fasciculata, cuyas células sintetizan y secretan glucocorticoides (cortisol y
costicosterona) necesarios para mantener respuesta a estrés prolongado y

contener reacciones de inflamacion, importantemente participan en el
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metabolismo de carbohidratos, principalmente la glucosa y también en el
metabolismo de proteinas. 3) zona reticularis, cuyas células sintetizan y
secretan pequenas cantidades de andrégenos y estrogenos que contribuyen al
establecimiento y mantenimiento de los caracteres sexuales secundarios
(Guyton y Hall, 2011).

Se considera que tanto los mineralocorticoides como los
glucocorticoides son indispensables para la vida, debido a que la deficiencia
de estas hormonas adrenocorticales puede poner en serio riesgo de
descompensacion completa al individuo (Landsberg y Young, 1992; Guyton y
Hall, 2011; Verdugo, 2005).

2.3 LA MEDULA SUPRARRENAL

La médula suprarrenal conforma entre el 10 y 20 % de la glandula, se
conforma en su mayoria de células cromafines organizadas en pequenos
cordones o cumulos que son rodeados por nervios, tejido conectivo y vasos
sanguineos; también hay una pequefa proporcion de células ganglionares que
se pueden encontrar solas o intercaladas entre los cumulos, ademas de células
de soporte que generalmente se pueden encontrar en la periferia de los
cumulos (Perlman y Chalfie, 1977; Kajiwara y cols, 1997; Barbara y cols, 1998).
La médula se considera como un ganglio simpatico modificado cuyos cuerpos
celulares no inervan tejido alguno sino que, en respuesta a diversos estimulos
vierten sus productos de secrecion por medio de exocitosis al torrente
circulatorio y por lo tanto se considera que funcionan como células endocrinas
mas que como células nerviosas, (Landsberg y Young, 1992; Kaplan, 1992;
Genuth, 2004).

Las dos hormonas principales de la médula suprarrenal son Ila
adrenalina y noradrenalina, también denominadas epinefrina y norepinefrina,
respectivamente. A diferencia de las hormonas adrenocorticales, las medulares
no son esenciales para la vida, pero si para la respuesta a situaciones de
alarma (Cannon, 1929; Douglas, 1968; Kaplan, 1992).

Las células cromafines que forman la médula suprarrenal son
controladas a través de las terminales nerviosas preganglionares colinérgicas

del SNS provenientes de los nervios esplacnicos originados entre los
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segmentos toracicos (T-3) y lumbares (L-3) de la médula espinal (Landsberg y
Young, 1992). Esta inervacion penetra hacia la médula formando haces, que
en su interior se ramifican y forman al menos tres contactos sinapticos en de
cada célula cromafin (Kajiwara y cols, 1997). El mediador quimico
preganglionar que estimula la secrecion de catecolaminas de las células
cromafines es la acetilcolina (ACh, por su nombre en inglés AcetylCholine)
liberada de las terminales nerviosas. (Coupland, 1968; Perlman y Chalfie,
1977)

2.4 LAS CELULAS CROMAFINES CONFORMAN LA MEDULA SUPRARRENAL

Las células cromafines (del griego chroma = color y del latin affinis =
afin) se denominan asi por la alta afinidad que tienen sus granulos para tefirse
de color café al oxidarse las catecolaminas almacenadas con sales de cromo
(Coupland, 1968). Embriologicamente estas células derivan del
neuroectodermo (Landsberg y Young, 1992; Guyton y Hall, 2011). Debido a la
catecolamina que sintetizan, almacenan y secretan se clasifican en
adrenérgicas entre 80-85 % y noradrenérgicas entre 15-20 % (Hillarp y Hokfelt
1953; Coupland y cols., 1964). La diferencia bioquimica entre ambos tipos se
debe a la presencia de la enzima feniletanolamina N metil transferasa (PNMT,
por sus siglas en inglés Phenylethanolamine N Metyl Transferase) en las
células adrenérgicas, ésta enzima convierte la noradrenalina en adrenalina
(Perlman y Chalfie, 1977).

Morfolégicamente las células cromafines se diferencian por el tamano de
sus granulos de secrecion que pueden medir entre 50 a 350 nm de diametro en
las adrenérgicas con moderada densidad en su nucleo al visualizarlos bajo el
microscopio electronico, mientras que las noradrenérgicas presentan granulos
entre 185 a 495 nm de diametro con nucleos con mayor densidad (Diaz-Flores
y cols, 2008). La importancia de los granulos reside en su funcion de
almacenamiento y liberacién de catecolaminas. (Coupland, 1989; Diaz-Flores y
cols, 2008). Ademas de almacenar catecolaminas, los granulos de las células
cromafines almacenan péptidos opioides como metionina encefalina y leucina

encefalina (North y Egan, 1983; Viveros y cols, 1979), cromograninas A y B,



secretograninas (Kataoka y cols, 1985), trifosfato de adenosina (ATP), calcio

(Winkler y Westhead, 1980), los cuales son co-liberados con las catecolaminas.

3. GENERALIDADES DE LAS CATECOLAMINAS

3.1 SINTESIS DE LAS CATECOLAMINAS

La noradrenalina y adrenalina son moléculas derivadas de L-tirosina,
este aminoacido proviene de la dieta o de la transformacién de la fenilalanina
en el higado. Esta molécula se cataliza en el citoplasma de las células
cromafines por la enzima tirosina hidroxilasa para obtener dihidroxifenilalanina
(L-Dopa). La dopa descarboxilasa es la enzima que cataliza en el citoplasma a
la L-Dopa en dopamina. La dopamina se cataliza por la enzima dopamina-f3-
hidroxilasa, que convierte a la dopamina en noradrenalina y este proceso
ocurre dentro de los granulos de las células cromafines. Finalmente, la
adrenalina se sintetiza a partir de la noradrenalina por la accion de la enzima
PNMT, esta enzima se encuentra en el citoplasma de las células que contienen

adrenalina (Guyton y Hall, 2011).

3.2 EFECTOS DE LAS CATECOLAMINAS

Los estimulos que promueven la secrecion de catecolaminas pueden
provenir de un incremento de la actividad de los nervios esplacnicos generada
por situaciones de miedo, ansiedad, hipoglucemia, hipotensién o hipotermia; o
a partir de estimulos quimicos por via hematica por sustancias como la
histamina y la bradicinina que son liberadas en situaciones de alergia, o la
angiotensina Il liberada en situaciones de hipotension (Douglas, 1968; Kaplan,
1992; Landsberg y Young, 1992; Verdugo, 2005).

Las catecolaminas liberadas por los distintos estimulos pueden actuar en
diferentes dérganos blanco. Los efectos biologicos de las catecolaminas son
mediados por los receptores adrenérgicos, de los cuales existen dos familias, a
y B. La familia de los receptores a son activados de manera no selectiva por

adrenalina y noradrenalina y basicamente regulan la vasoconstriccion, mientras
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que los receptores B regulan la estimulacion cardiaca, la broncodilatacién y la
vasodilatacién. (Landsberg y Young, 1992; Grimaldo, 1997; Verdugo, 2005;
Guyton y Hall, 2011).

Los efectos del incremento de catecolaminas en sangre se pueden
resumir en: 1) incrementan la fuerza cardiaca aumentando la presion
sanguinea; 2) promuevan la broncodilatacion, provocando el aumento en la
ventilacion; 3) desvian la sangre de la region esplacnica y de la piel hacia el
musculo y 4) movilizan glucosa y acidos grasos libres al plasma como fuente
de energia (Verdugo, 2005).

Los niveles de noradrenalina en plasma en humano se encuentran
generalmente en el rango de 0.6 a 2.0 nmol/L (100 a 350 pg/ml), la
noradrenalina en plasma proviene principalmente de las terminales nerviosas
del sistema nervioso simpatico (Cryer y cols, 1974). Mientras que la adrenalina
en plasma proviene en su mayoria de la médula de la glandula suprarrenal y en
algunas ocasiones por las terminales nerviosas del SNS, la concentracién
basal de adrenalina oscila entre 100 a 275 pmol/L (20 a 50 pg/ml; Cryer y cols,
1974).

La secrecion de catecolaminas inducidas por cualquier estimulo cesa al
cabo de unos minutos aunque el estimulo se mantenga, este fendmeno se
interpreta como una proteccién del organismo frente a una liberacién excesiva
de catecolaminas que puede ser potencialmente letal (Landsberg y Young,
1992; Garcia y cols, 2006; Guyton y Hall, 2011).

3.3 DEGRADACION DE CATECOLAMINAS

Los efectos bioldgicos de las catecolaminas son terminados rapidamente
por la accién de la oxidasa de monoaminas (MAO) o por la catecol O-metil
transferasa (COMT). Una pequefa proporcion de catecolaminas se considera
que es excretada por el higado a través de la bilis. Las catecolaminas no
degradadas asi como los metabolitos de catecolaminas son excretados por
medio de la orina (Cryer y cols, 1974; Lansdberg y Young, 1992). En el caso de
las catecolaminas liberadas al torrente sanguineo presentan una vida media
mayor, por lo que sus efectos se mantienen durante 1 0 2 minutos después de
haber sido liberadas (Guyton y Hall, 2011).
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4. SECRECION DE CATECOLAMINAS
4.1 ESTIMULACION DE LA SECRECION

En base a experimentos realizados en glandulas adrenales de gato, se
determind que la secrecion de catecolaminas adrenales ocurre porque la ACh
estimula a las células cromafines e induce la secrecién (Douglas y Rubin,
1961a), la secrecion es un evento que depende de la presencia calcio
extracelular (Douglas y Rubin, 1961b); ademas, la secrecion es un proceso
acompafado del incremento de calcio en el interior celular (Douglas y Poisner,
1962). Con base en estos experimentos en adrenales y en otros sistemas de
secrecion fue que en 1968 William Douglas acufio el termino acople estimulo-
secrecion para la secrecion hormonal y de neurotransmisores. El ion calcio
(Ca*") se considera como el agente intermediario entre el estimulo y la
secrecion (Douglas, 1968).

Las células cromafines presentan una gran variedad de canales idnicos,
los cuales son proteinas integrales de membrana que forman poros para
conducir iones hacia adentro o fuera de la célula, tienen selectividad iénica y
pueden ser activados por distintos estimulos: mecanicos, eléctricos o por
ligando. Las células cromafines presentan canales que se activan por
variaciones en el voltaje de membrana, canales de potasio (K*), canales de
sodio (Na*) y canales de calcio (Ca®*) (Schlegel y Mollard, 1995).

Cuando las células se encuentran en reposo (sin estimulacion) la
diferencia en la distribucion de iones dentro y fuera mantiene una polaridad, el
interior celular es negativo respecto del medio extracelular (-40 a -65 mV en
las células cromafines). Durante la estimulacion fisiologica para la liberacion de
catecolaminas de las células cromafines, la ACh liberada de las terminales
nerviosas simpaticas preganglionares derivadas del nervio esplacnico activa
dos clases de receptores de la membrana celular: receptores nicotinicos
(nAChRs) y receptores muscarinicos (MAChRs) (Coupland, 1989).

Los nAChRs son canales catidnicos no selectivos que se activan por la
unién de ligando (ACh) aumentando la permeabilidad al Na*, Ca®*y K*, aunque

se considera que solo el 2-4 % de la corriente de Ca®* (ICa) total en una célula
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cromafin pasa a través de los nAChRs (Zhou y Neher, 1993). El cambio en la
permeabilidad de los iones induce un cambio en la polaridad de la célula
(despolarizacion), si la despolarizacion alcanza o sobrepasa el umbral del
disparo del potencial de accidn se generan uno o mas potenciales de accion
(Fenwick y cols, 1982; Kidokoro y Ritchie, 1980; Kidokoro y cols, 1982). El
potencial de accion es un cambio momentaneo en el voltaje de la célula en el
cual se alcanzan valores cercanos a los +30 mV y regresa al voltaje de reposo
(-45 -65 mV) en aproximadamente 10 ms.

Mientras se generan los potenciales de accidn, se incrementa la
permeabilidad de la membrana al Ca®* debido a que durante las variaciones en
el voltaje se activan los canales de Ca®" dependientes de voltaje (CCDV) y
permiten el flujo de iones Ca®" al interior celular, traduciéndose en un
incremento en la concentracion intracelular de Ca?* ([Ca*'])) promoviendo la
fusién de los granulos que contienen a las catecolaminas con la membrana
celular para liberar las moléculas almacenadas por el proceso de exocitosis
(Garcia y cols, 2006; de Diego y cols, 2008).

Por otra parte, la unién de ACh a los mAchR que son receptores
transmembranales acoplados a proteinas G; promueve la activacion de la
fosfolipasa C (PLC) y se produce 1,4,5-Inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol
(DAG). La acumulacién de IP3 en el interior celular y su unién a los receptores
de IP; presentes en el reticulo endoplasmico produce la salida de Ca** del
reticulo hacia el citoplasma. Este aumento en la [Ca®']; por IP; se considera
como un mecanismo que amplifica la despolarizacion inicial producida por los
NAChRs (TerBush y cols, 1986; O’Sullivan y Burgoyne, 1989).

4.2 EXCITABILIDAD DE LAS CELULAS CROMAFINES

El potencial de accion de las células cromafines inicia cuando se
despolariza la célula, alcanzando el umbral de disparo y promoviendo la
activacion de los canales de Na* dependientes de voltaje. Transitoriamente la
célula se despolariza hasta llegar a un pico maximo alrededor de los +30 mV
(Kidokoro y Ritchie, 1980; Artalejo, 1995; Hollins e lkeda, 1996). En células
cromafines fetales de rata existen también canales de calcio tipo T, que al
activarse contribuyen a la despolarizacion inicial (Hollins e lkeda, 1996), o
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canales de Ca®" tipo L de bajo umbral de activacion, que también pueden
iniciar la despolarizacion (Marcantoni y cols, 2010; Mahapatra y cols, 2011;
figura 2). Durante la transicion por los diferentes voltajes (~ de -60 mV hasta
+30 mV), se activan los diferentes subtipos de CCDV (L, N, P-Q, R; figura 2) en
esta fase del potencial de accién se controla el influjo de Ca?", que determina el
incremento de [Ca®*]; y en consecuencia, la secrecion de catecolaminas
(Artalejo, 1995).

La repolarizacion se da cuando gradualmente se activan los canales de
K* dependientes de voltaje, mientras que la despolarizacion inactiva a los
canales de Na*; en este momento los canales de Ca®* permanecen activados.
En esta fase el Ca®" que entra activa la corriente de K* tipo BK sensible a

2+]i-

cambios en el potencial de membrana y a cambios en la [Ca Se considera

que la corriente BK controla la duracion del potencial de accion, asi como el
intervalo de tiempo entre los potenciales de accion. La ultima fase es la
hiperpolarizacion y depende de la activacién de las corrientes de K* sensibles a
Ca?*, BK y SK (Schlegel y Mollard, 1995; figura 2).

Figura 2. Estimulacidon de la célula cromafin. A la izquierda se esquematiza la terminal del
nervio esplacnico que libera ACh promoviendo la despolarizacion de la célula cromafin, si el
estimulo sobrepasa el umbral de disparo del potencial de accién se generan uno o mas
potenciales de accion. El ca” que entra a la célula promueve la fusion de los granulos con la
membrana para liberar las catecolaminas contenidas hacia el torrente sanguineo. A la derecha
se esquematiza un potencial de accion y las diferentes corrientes que se activan durante la

transicion por los diferentes voltajes.
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4.3 IMPORTANCIA DEL CA?" EN LA SECRECION

El incremento de [Ca®')

es el factor que ocasiona la movilizacién de los
granulos hacia la membrana celular para liberar las sustancias almacenadas
hacia el espacio extracelular por medio de exocitosis (Douglas 1968). Se

considera que la [Ca®")

libre en el citoplasma es 0.1 mM, mientras que en el
medio extracelular es de 2 mM, esto genera un alto gradiente electroquimico
por lo que al abrirse los CCDV el Ca®" tiende a entrar generando micro-
dominios de Ca*. Los micro-dominios de Ca?* son sefales focalizadas
transitorias o sostenidas altamente reguladas espacial y temporalmente para
promover la exocitosis, dichas sefiales no solo dependen del Ca** que entré
por los CCDV, también dependen de que el Ca?* se incorpore al reticulo
endoplasmico o a la mitocondria, organelos que funcionan como reservorios
intracelulares de Ca®* (Alonso y cols, 1999; Villalobos y cols, 2002; Weiss,

2012)
5. CANALES DE CALCIO DEPENDIENTES DE VOLTAJE
5.1 ESTRUCTURA DE LOS CCDV.

Los CCDV, son importantes en las células excitables, pues a través de

ellos se produce el influjo de Ca y el incremento de [Ca®);

para producir
exocitosis. Son complejos proteicos formados por una subunidad principal a de
190 a 250 kDa, que pueden estar en asociacion con subunidades accesorias 3,
a2d y y (figura 3). La subunidad principal esta compuesta por cuatro dominios
mantenidos juntos por una cadena polipeptidica simple, cada dominio se
conforma de 6 segmentos transmembranales mas una asa “P” que se sumerge
parcialmente entre la membrana para formar el poro entre los segmentos S5 y
S6. EI S4 es el sensor de voltaje (Catterall, 2011; figura 3). Las asas
citoplasmicas que unen a los cuatro dominios son los sitios de interaccion con

las subunidades B, con segundos mensajeros o con proteinas de unién de
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membrana y pueden modificar el mecanismo de apertura-inactivacion-cierre
(gating) del canal (figura 3).

Actualmente se han clonado 10 subunidades a con funciones y
distribuciones especializadas. La diversidad de los subtipos de CCDV se debe
a la existencia de multiples genes que codifican para subunidades a y [
ademas de que puede haber diferentes variantes de cada gen producidos por
splicing alternativo; la otra razén que explica la diversidad es por la
combinacion de las diferentes subunidades que dan origen al canal como un
complejo proteico funcional (ver Tabla 1; Catterall, 2000; Garcia y cols, 2006;
Catterall, 2011).

Figura 3. Representacion esquematica de un CCDV. Se observa la subunidad principal a1
compuesta por cuatro dominios, cada uno constituido por seis segmentos transmembranales
(S1 - S6). El S4 funciona como sensor de cambios en el voltaje, mientras que el asa que une al
S5 y S6 conforma el poro del canal. Ademas se representan las subunidades accesorias a23, 3
y v, que pueden modificar el gating del canal, ademas pueden o no estar presentes para formar

un canal funcional. Tomado y modificado de Catterall, 2000.

5.2 NOMENCLATURA Y CLASIFICACION DE LOS CCDV

Existe una clasificaciéon que se basa en el voltaje de activacion de los
CCDV; de alto voltaje de activacion (high voltaje-activated HVA) y los de bajo
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voltaje de activacion (low voltaje-activated LVA). Otra se basa en la subunidad
a que forma al canal al1a, al1g, etc (ver Tabla 1); mientras que otra manera de
nombrarlos es refiriéendose en primer término al idbn permeable, seguido del
estimulo principal para la apertura y cierre del canal y dos numeros separados
por un punto, el primer numero indica la familia de proteinas y el segundo a la
isoforma o particular. Ejemplo, Cay3.1: canal de Ca®" dependiente de voltaje
tipo T codificado por la subunidad a1G (Yamakage, 2002)

La familia HVA se subdivide en la familia Cay1 con 4 miembros (tipo L), y
la familia Cay2 con tres miembros (tipo N, P-Q, R), mientras que de la familia
LVA se consideran tres miembros que pertenecen a la familia Cay3 (tipo T; ver
Tabla 1). La clasificacion en cuanto al voltaje de activacién se considera solo
indicativa, pues por ejemplo los canales Cay1.3 tipo L se activan a valores mas
negativos, cercanos a los voltajes a los cuales se activan los canales Cay3.
(Lipscombe y cols, 2004; Singh y cols, 2008; Marcantoni y cols, 2010;
Mahapatra y cols, 2011). La clasificacion detallada de los CCDV se muestra en

la siguiente tabla.

Tabla 1. Clasificacion y nomenclatura de los CCDV. Tomado de Garcia y cols, 2006.
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Caletum Channel Type

Novel Traditional Type of
nomenclature nomenclature Current Blockers Activators Tissue Location
Cav 1.1 g L Nifedipine BAY K 8644 Skeletal muscle
Nisoldipine FPL64176
Nitrendipine
Cav 1.2 ay L Nifedipine BAY K 8644 Heart
Nisoldipine FPL64176 Smooth muscle
Nitrendipine PCA50941 Brain
Pituitary
Adrenal medulla
Cav 1.3 an L Nifedipine BAY K 8644 Brain
Calcicludine FPL64176 Pancreas
PCA50041 Adrenal medulla
Cochlea
Kidney
Ovary
Cav 14 ap L Nifedipine BAY K 8644 Retina
FPL64176
Cav 2.1 ay, P/Q w-Aga-IVA Cerebellum
@-Cix-MVIIC Pituitary
w-Ctx-MVIID Cochlea
Adrenal medulla
Cav 2.2 ap N w-Ctx-GVIA Brain
w-Ctx-MVIIA Peripheral nervous system
Adrenal medulla
Cav 2.3 ag R SNX-482 Brain
Cochlea
Retina
Heart
Pituitary
Adrenal medulla
Cav 3.1 G T Mibefradil Brain

Peripheral nervous system
Adrenal medulla
Cav 3.2 ay T Heart
Brain
Kidney
Liver
Adrenal glomerulosa
Adrenal medulla
Cav 3.3 ay, T Brain

w-Aga-IVA, w-agatoxin IVA; o-Ctx-GVIA, w-conotoxin GVIA; o-Ctx-MVIIA, w-conotoxin MVIIA; o-Ctx-MVIIC, e-conotoxin MVIIC; o-Ctx-MVIID,
w-conotoxin MVIID.

5.3 CCDV EN CELULAS CROMAFINES.

Las células cromafines de diferentes especies de mamiferos expresan
diferentes subtipos de los CCDV mencionados anteriormente y participan
importantemente en la excitabilidad (Gandia y cols, 1995; Carbone y cols,
2006; Garcia y cols, 2006; Marcantoni y cols, 2008; Vandael y cols, 2010). Su
densidad de expresion cambia notablemente entre especies, aunque se
considera que su funcionalidad permanece muy parecida o idéntica (figura 4).
La activacion de los CCDV promueve la generacion de potenciales de accion,
controla la secrecidn de catecolaminas y el reciclado vesicular, también regula
los eventos dependientes de Ca®" que se originan cerca de la membrana
celular (Garcia y cols, 2006).

Los CCDV tipo L se expresan de forma mayoritaria en diferentes tejidos
controlando diferentes respuestas dependientes de Ca?" en células excitables.

Se conocen 4 miembros Cay1.1, 1.2, 1.3 y 1.4; en las células cromafines solo
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se expresan las isoformas Cay1.2 y 1.3 (Garcia-Palomero y cols, 2000; Baldelli
y cols, 2004; Benavides y cols, 2004; Marcantoni y cols, 2010), los cuales son
altamente sensibles a los bloqueadores 1,4-dihidropiridinas (nifedipina,
nimodipina, nitrendipina) o activadores (Bay-K 8644). Estos canales presentan
inactivacion producida por Ca’*. Cav1.2 y 1.3 son altamente expresados en
células cromafines de rata y ratdén, aproximadamente 50% (figura 4; Gandia y
cols, 1995; Hernandez-Guijo y cols, 1998; Garcia y cols, 2006; Hernandez y
cols, 2011) y el ca? que entra a través de ellos controla una gran proporcion
de liberacion de catecolaminas inducida por diferentes sefales, como puede
ser la estimulacion sostenida del nervio esplacnico (Lépez y cols, 1992) por
despolarizacion inducida por alto K* o por ACh (Cefia y cols, 1983), o por
pulsos de fijacion de voltaje (Horrigan y Bookman, 1994; Carabelli y cols, 2003;
Garcia y cols, 2006; Marcantoni y cols, 2008); esto debido a que se inactivan
lentamente y permiten un influjo mayor de Ca®*. Ademas, se ha reportado que
Cay1.3 puede controlar corrientes subumbrales que regulan el disparo de
potenciales de accién (Marcantoni y cols, 2010; Mahapatra y cols, 2011).

Los CCDV tipo P-Q, N, y R también se expresan en las células
cromafines por las subunidades Cay2.1, 2.2 y 2.3 respectivamente y en
diferentes densidades; en rata y ratén representan entre 15-20 % P-Q, 30 % N
y 10-20 % R (figura 4; Garcia y cols, 2006) y se ha reportado que su funcién
esta finamente acoplada a la secrecién (Kim y cols, 1995; Horrigan y Bookman
1994; Chan y cols, 2005). Se ha considerado que tienen una participacion
importante durante la fase de despolarizacién y la repolarizacién del potencial
de accién. Farmacolégicamente los CCDV de tipo P-Q son bloqueados por o-
agatoxina IVA (Mintz y cols, 1992; Mintz y cols, 1993). Los CCDV tipo N son
bloqueados irreversiblemente por w-conotoxina GVIA, pero también pueden
bloquearse por w-conotoxina MVIIA, MVIIC y MVIID. Los de tipo R son
sensibles a Ni?* y a Cd?*. Cabe mencionar que la proporcion de los CCDV tipo
R en las células cromafines puede variar dependiendo de la configuraciéon de
fijacion de voltaje que se utilice, con parche perforado se detectan mejor que
cuando se utiliza configuracién de célula completa (Albillos y cols, 2000).

Por otra parte, los CCDV tipo T se caracterizan por activarse

transitoriamente por despolarizaciones cercanas al potencial de reposo, su
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inactivacién es dependiente de voltaje e independiente del Ca?" y se completa
en decenas de milisegundos a potenciales positivos. Farmacolégicamente se
distinguen por ser bloqueados por los iones inorganicos Ni** y Cd** (Matteson y
Armstrong, 1986; Fox y cols, 1987) también son bloqueados por amilorida,
mibefradil y un analogo de mibefradil NNC 55-0396 (Catterral, 2000; Huang y
cols, 2004). Los reportes indican que los CCDV tipo T se expresan
principalmente en células cromafines de animales en etapas inmaduras (fetales
y neonatos) en proporcion aproximada de 50% (Bournaud y cols, 2001;
Levitsky y Loépez-Barneo, 2009), mientras que su expresidn en células
cromafines de animales maduros es casi nula (Gandia y cols, 1995; Hollins e
Ikeda, 1996; Bournaud y cols, 2001; Levitsky y Lépez-Barneo, 2009).
Experimentalmente, se han podido re-expresar en células cromafines de
animales adultos incubadas con AMPc, por medio de sobre-estimulacion
adrenérgica (Novara y cols, 2004) y por denervaciéon de la médula suprarrenal

(Levitsky y Lopez-Barneo, 2009).

Figura 4. CCDV en células cromafines. Proporcion de los distintos subtipos de CCDV en
células cromafines de diferentes especies en etapa adulta. Tomado y modificado de Garcia y
cols, 2006.

La importancia de las células cromafines radica en la liberacion de
catecolaminas al torrente sanguineo. Dicha liberacion depende, en gran parte,
de la entrada de Ca?* al interior celular a través de los CCDV. Se ha propuesto

que alteraciones en el sistema simpatoadrenal, especificamente un incremento
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de catecolaminas circulantes, interviene en la patogénesis de la hipertension
esencial, pero ello no es del todo claro. Existe un modelo animal de
hipertension esencial ampliamente utilizado para determinar las posibles
anomalias fisiolégicas que preceden la hipertension esencial, dicho modelo son
las ratas espontaneamente hipertensas (SHR, por sus siglas en inglés

spontaneously hypertensive rats)

6. LAS RATAS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSAS (SHR) Y WISTAR KYOTO (WKY).

6.1 MODELO ANIMAL DE HIPERTENSION ESENCIAL

La cepa de ratas SHR fueron descubiertas y establecidas en 1966 por el
profesor Kozo Okamoto y sus colegas en Kyoto. Esta cepa se ha consolidado
un como el modelo animal para estudiar la patogénesis de la hipertension
esencial humana (de causas desconocidas). El modelo SHR no es el unico
utilizado para el estudio de la hipertension, pero se considera de los mas utiles
por las similitudes que comparte con la hipertension esencial humana (Louis y
Howes, 1990).

Aoki y Okamoto en Kyoto evaluaron los valores de presion arterial en un
grupo de ratas Wistar las cuales mostraron valores promedio de 120-140 mm
Hg de presiodn sistdlica; a este grupo normotenso se le denominé Wistar Kyoto
(WKY). Sin embargo, uno de los machos examinados presenté valores
elevados de presion sistdlica entre 145-175 mm Hg; en el seguimiento de la
presion arterial a través del tiempo esta rata mantuvo sus valores elevados.
Dicho espécimen se cruzé con una hembra que presentd valores de 130-140
mm Hg de presidn sistdlica y a partir de la generacién obtenida de dicho
cruzamiento y de la endogamia entre las siguientes generaciones se obtuvo
una colonia de ratas que mantuvo valores uniformemente altos de presion <180
mm Hg (sistdlica) a las 20 semanas de edad; a esta cepa se le denominé SHR
(Committe of Care and Use of Spontaneously Hypertensive Rats (CCUSHR),
1976).

-19 -



6.2 CARACTERISTICAS DE LAS RATAS SHR.

Se considera que el 100% de las ratas SHR desarrollan presion arterial
por arriba de 150 mm Hg en la semana 15 de edad (CCUSHR, 1976). De la
misma manera que en humanos hipertensos las ratas SHR presentan
trastornos asociados a la hipertension como lesiones cerebrales (infarto,
hemorragia) lesiones al miocardio (infarto, fibrosis) y nefrosclerosis (benigna y
maligna); los reportes indican que estas lesiones se observan a partir de los 3
meses de edad. La vida media de estas ratas se considera para el macho SHR
de18 meses y de WKY es de al menos 24 meses, por lo que se considera que
la hipertension reduce un 25 % la vida media de las ratas SHR en comparacion
con las ratas WKY (CCUSHR, 1976).

Entre las caracteristicas que permitieron establecer a las ratas SHR
como modelo de hipertensidn esencial humana se encuentran las siguientes
similitudes: existe un componente genético de al menos una tercera parte que
predispone a la hipertension, se considera que en ambos casos la patogénesis
deriva poli-genéticamente, no existe un mecanismo especifico que explique
dicha patologia. El curso temporal de la enfermedad es similar, la presién
tiende a elevarse con la edad, presentando incrementos de presion durante la
juventud y se mantiene elevada en la etapa adulta. En ambos casos se
presenta hipertrofia y dilatacién del ventriculo izquierdo que puede generar
insuficiencia cardiaca, derrame hemorragico, nefrosclerosis que produce dafio
en la funcion renal y una fase maligna de hipertension con necrosis fibrinoide
de arteriolas y pequenas arterias (CCUSHR, 1976; Cowley, 2006; Dornas y
Silva, 2011).

Se ha considerado que durante las primeras etapas con presion elevada
en ratas SHR y en humanos el gasto cardiaco es normal, lo que se ha
reportado que incrementa es la resistencia vascular periférica por lo que el
corazon tiene que incrementar la presion con la que bombea la sangre a todo el
cuerpo. Por otra parte, se ha considerado al consumo de sal como factor
importante en el desarrollo de la hipertension esencial humana y en ratas SHR,
pues dietas bajas en sal permiten alcanzar valores de hipertensién moderada y
dietas altas en sal aceleran la hipertension y esta puede ser severa. Los

tratamientos antihipertensivos previenen o reducen la incidencia de las
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complicaciones mencionadas anteriormente en pacientes con hipertension
esencial y en ratas SHR. Cabe mencionar que las ratas SHR se usan también
para la experimentacion de drogas antihipertensivas (CCUSHR, 1976; Dornas y
Silva, 2011). Otra aplicacion para la que se utilizan las ratas SHR es como
modelo de déficit de atencidn, pues presentan tres caracteristicas principales

del desorden: impulsividad, desatencion e hiperactividad (Hill y cols, 2012).

6.3 RATAS WKY COMO CONTROL NORMOTENSO

El Comité para el Cuidado y Uso de Ratas Espontaneamente
Hipertensas (1976) ha establecido que para propodsitos comparativos, por
derivacion solo la cepa WKY debe utilizarse como el control adecuado de las
ratas SHR. En referencia al control normotenso recomendado (cepa WKY)
también se ha reportado como un modelo animal para el estudio de la
ansiedad, pues al igual que en ratas SHR, presentan impulsividad e
hiperactividad (Will, 2003; Hendley, 2000). Se ha reportado que el
comportamiento de las ratas WKY no es normal cuando se compara con otras
cepas de ratas normotensas. La cepa WKY se caracteriza por presentar
anomalias hormonales, de comportamiento y mediciones fisiolégicas que
emula un cuadro depresivo o de ansiedad, también se caracterizan por
presentar hiperactividad al estrés y presentan desregulacion del eje hipotalamo
— hipdfisis — adrenal, comparado con la cepa Wistar (Will, 2003). Para que los
resultados de este trabajo fueran mas confiables, utilizamos ratas hipertensas
SHR y normotensas WKY para caracterizar electrofisiolégicamente la ICa en

las células cromafines.

Il. ANTECEDENTES.

La estimulacién simpatica de los vasos sanguineos y del corazén
incrementa la presidn sanguinea; la resistencia vascular periférica incrementa
por la estimulacién directa de la vasoconstriccion arterial y también por
activacion del sistema renina-angiotensina con el consecuente incremento de

produccion de angiotensina Il. Estos cambios promueven que el gasto cardiaco
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aumente por el incremento de contractilidad del miocardio y por incremento en
el retorno venoso. Si estos cambios se mantienen a través de un periodo de
tiempo prolongado puede originarse hipertensién arterial (Cowley, 2006;
Guyton y Hall, 2011).

Se ha sugerido que alteraciones a nivel del SNS y en el sistema renina-
angiotensina, ambos considerados sistemas vaso-activos intervienen
importantemente en la patogénesis de la hipertension esencial (Antonaccio y
Kerwin, 1981; Laflamme y cols, 1997; Grassi y cols, 1998), pero hasta la fecha,
la participacion del sistema simpatoadrenal en |la patogénesis de la hipertension
esencial es compleja y controversial. No obstante, se sugiere que dicho
sistema es un componente clave para la génesis y/o mantenimiento de la
hipertension esencial (Goldstein, 1983; Westfall y Westfall, 2007; Pinterova y
cols, 2011).

Las evidencias en pacientes jovenes que presentan hipertension
esencial manifiestan, entre otros sintomas, ritmo cardiaco incrementado y
niveles de catecolaminas en plasma elevados (NA y dopamina) 0.370 ng/ml en
hipertensos vs 0.218 ng/ml en normotensos detectados radiométricamente.
(deChamplain, 1976). En diversos reportes se sugiere que el incremento de
catecolaminas circulantes se debe a hiperactividad del SNS (Goldstein, 1983;
Landsberg y Young, 1992; Dornas y Silva, 2011). Por otra parte, en otros
estudios se ha evaluado por medio de micro-neurografia y por medio del
analisis del ritmo cardiaco, que en pacientes con hipertension esencial el grado
de hiperactividad del SNS esta directamente relacionado con el grado de
hipertension (Grassi y cols, 1998). Aunque se desconoce si la hiperactividad
sostenida del sistema simpatoadrenal pueda ser la causa préoxima de la
elevacion de la presion sanguinea en la hipertensién esencial, los reportes
sugieren que dicha hiperactividad antecede la elevacion de la presién
sanguinea (Landsberg y Young, 1992).

De manera interesante y en concordancia con alteraciones del sistema
simpatoadrenal en la hipertension, se ha reportado que la mayoria de personas
con feocromocitoma, tumor de células cromafines que produce una elevada
liberacidon de catecolaminas al torrente sanguineo, manifiestan el incremento de
catecolaminas como un aumento de la presion sanguinea (Landsberg y Young,
1992; Zuber y cols, 2011).
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A continuacién se enuncian algunas observaciones en pacientes con
hipertension esencial que sugieren que el sistema simpatoadrenal es
importante en el mantenimiento de la hipertension: a) Los niveles de
noradrenalina en plasma y urinarios se han reportado elevados; sin embargo, la
eliminacién de noradrenalina en plasma no se altera en algunos pacientes con
hipertension esencial (Goldstein, 1983; Pinterova y cols, 2011). b) Pacientes
con hipertension muestran mayor sensibilidad a los efectos presores de
noradrenalina (Pinterova y cols, 2011). ¢) En modelos experimentales de
hipertension esencial se requiere que el sistema simpatoadrenal se mantenga
intacto para el inicio y mantenimiento del estado hipertenso (Borkowski y
Quinn, 1983, Lee y cols, 1991), ademas se ha reportado actividad
incrementada del SNS. d) La aplicacion de agentes simpatoliticos disminuyen
los valores de presidn sanguinea, tanto en pacientes como en animales
hipertensos (Landsberg y Young, 1992).

Como ya se ha mencionado, la patogénesis de la hipertension esencial
en humanos no se conoce, pero existe un modelo de hipertension esencial
animal que es ampliamente utilizado para el estudio de las posibles
alteraciones que pueden originar la hipertensién, las ratas SHR, en las cuales
se ha reportado que el incremento en la resistencia vascular periférica
antecede a la hipertension (Dornas y Silva, 2011; Pinterova y cols, 2011). Los
reportes indican que parte de los efectos de las catecolaminas circulantes es
incrementar la resistencia vascular periférica; por lo que no se descarta la
posible participacion del incremento de las catecolaminas circulantes en el
origen y/o mantenimiento de la hipertension en este modelo animal (Goldstein,
1983; Pinterova y cols, 2011). Ademas, de modo similar a como ocurre en
pacientes hipertensos, en el modelo de la rata SHR se ha observado
hiperactividad de SNS y niveles de catecolaminas circulantes incrementados
(Grobecker y cols, 1975; Pak, 1981; Goldstein, 1983; Grassi y cols, 1998).

Se ha descrito que el 100% de las ratas SHR a las 15 semanas de edad
mantienen los valores de presion arterial por arriba de los 150 mm Hg, pero de
manera interesante esta reportado que tienen actividad simpatica incrementada
en etapas juveniles. Por tal motivo, diferentes estudios se enfocan en etapas
juveniles (antes de |15 semanas de edad) para tratar de elucidar las anomalias
que preceden el origen de la hipertension esencial (Head, 1989).
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Cassis y colaboradores en 1985 por medio del analisis de un estudio con
histofluorescencia y microscopia electronica demostraron que existe mayor
innervacion simpatica en los vasos sanguineos de ratas SHR comparado a las
ratas normotensas WKY, sugiriendo que la mayor inervacion era un factor que
podria promover el incremento de la resistencia vascular periférica.

En un estudio elaborado por Lee y colaboradores en 1987 se demostro
que la eliminacion de la inervacion simpatica (simpatectomia) de las arterias
periféricas en etapa neonatal con un tratamiento que consiste en la aplicacion
de anti-NGF (Factor de crecimiento neuronal) y guanetidina durante las
primeras cuatro semanas de edad, es posible prevenir o atenuar el desarrollo
de la hipertension en ratas SHR. Los valores de presiéon sistdlica en SHR
control fueron < 150 mm Hg y en simpatectomizadas se redujo a 139 + 2 mm
Hg, dicho tratamiento no afectd los valores de presion sistolica en ratas WKY
control y tratadas (115 + 4 mm Hg y 112 + 5 mm Hg respectivamente; figura 5)
Sin embargo, es notorio que el valor promedio de presion sistdlica en ratas
SHR simpatectomizadas se mantuvo mayor que en las ratas WKY e incluso
llegaron a presentar hipertrofia cardiaca. Esta observacion sugiere que en las
ratas que han perdido la inervacion simpatica en las arterias periféricas, existe
otro mecanismo que ayuda a mantener elevados los valores de presion arterial.

Por otra parte, el grupo de Tung en 1981 evalud el efecto del incremento
de adrenalina en sangre mediante la implantacion en ratas de un depdsito de
liberacion lenta de adrenalina. Los resultados demostraron un incremento en
los valores de presion arterial, apoyando la hipotesis de que niveles elevados
de adrenalina circulante podrian tener una participacion en el origen de la
hipertension. Estos datos permitieron focalizar la atencién en la liberacién de
adrenalina por parte de la médula suprarrenal y su posible participacién en el
origen de la hipertensién esencial.

Un trabajo crucial donde se evalué si la médula suprarrenal participa en
el origen de la hipertensién fue realizado por Borkowski y Quinn en 1983. Ellos
determinaron el efecto de eliminar la médula suprarrenal (desmedulacién) en
ratas jovenes (4 semanas de edad) y adultas, ellos demostraron que cuando la
desmedulacién se realizaba en etapas juveniles los valores de presion arterial
en ratas SHR fueron menores comparados al grupo que no recibié el
tratamiento (170 mm Hg vs 210 mm Hg, respectivamente). Resultados
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similares se obtuvieron por Lee y cols en 1991 (figura 5). Estos resultados no
se hicieron evidentes cuando la desmedulacion se realiz6é en etapas adultas. La
informacion que arrojaron los reportes anteriores sugiere que es durante etapas
juveniles cuando la hiperactividad del SNS y los efectos de las catecolaminas
provenientes de la médula suprarrenal tienen una participacion sinérgica, lo
que puede traducirse en etapas adultas como hipertensién, al menos en el
modelo de las ratas SHR.

Para 1991, Lee y colaboradores comprobaron el efecto que tiene sobre
la presion arterial la combinacion de la simpatectomia y la desmedulacion
suprarrenal en ratas SHR durante las primeras 4 semanas de edad (figura 5).
Los resultados de ese interesante trabajo no solo demostraron que la
hipertension se previene sino que los valores de presion arterial se mantienen
similares entre ratas SHR y el grupo control WKY (120 + 6 mm Hg vs 108 + 1
mm Hg); asimismo se previno la hipertrofia cardiaca observada en las ratas
SHR no tratadas. Esta evidencia confirma que el SNS y la médula suprarrenal

intervienen sinérgicamente en la patogénesis de la hipertension esencial.

2 = T
v ——0—e.]
200 SHR . *.s ‘\;/? +* If‘ =200} WKY
0 go¥ = -2 o0
/L
£ 50 Vs € 180
E 1 >e — E
-— I / ___,fb-—a..-:g:__i__ - .‘./ ‘oo toe, a ™
© /. x_‘_‘ 3 © . s ;,A-—-___-o-._ e /
2 A - B = e |
- 100 $, . ~A-a-A *
8 . 49 ey 3-—“"‘ *
vy w
» e—e SHR CONTROL @ e—e  WKY CONTROL
\S 50 + A—a4 SHR-SX -E 50 A—a  WEY-SX
‘B ¢—e SHR-SX+D ‘5 *r—e WKY-SX+D
o o
a a

o

-]
@
-]
©
=L
L]
-
o
-
@

o 8 8 o 12 15 18 21 2 2 20 @ 2 24 2 %

Edad (semanas) Edad (semanas)
Figura 5. Simpatectomia y desmedulaciéon en ratas SHR y WKY. Efecto de simpatectomia
0 simpatectomia + desmedulaciéon en etapa juvenil sobre la presién arterial de ratas SHR y

WKY. Tomado y modificado de Lee y cols, 1991.

La interrogante que surge es ¢ la médula suprarrenal de ratas SHR libera
una cantidad mayor de catecolaminas que la médula suprarrenal de ratas WKY
y esto contribuye al origen de la hipertension esencial? Esta establecido que
entre un 80 — 90 % de las catecolaminas secretadas por la médula suprarrenal

corresponde a adrenalina; por lo tanto el grupo de Lim, Jang y Park en 2002
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realizd la cuantificacion de la liberacibn de catecolaminas de glandulas
adrenales aisladas de ratas SHR y el control WKY mediante el analisis de la
perfusién colectada por medio de la técnica fluorométrica de Anton y Sayre
propuesta en 1962 (Lim y cols, 2002).

De manera interesante, los resultados muestran que la secrecion de
catecolaminas de manera basal (sin estimulacion) es parecida entre las cepas
WKY y SHR; sin embargo al estimular con ACh, se observd que la secrecion es
mayor de glandulas de ratas SHR comparado con ratas WKY (522 + 33 vs 320
+ 21 ng en 4 minutos, respectivamente). Por otra parte, cuando las glandulas
fueron perfundidas con una solucién con alta concentracion de K*, que
despolariza instantaneamente a las células induciendo la liberacién de
catecolaminas, también fue mayor la cantidad de catecolaminas secretadas de
glandulas de ratas SHR comparado con ratas WKY (278 + 22 vs 198 + 16 ng
en 4 minutos). Como anteriormente se explico, estas dos formas de
estimulacion activan a los diferentes CCDV que controlan el influjo de Ca**
para promover la exocitosis. Del mismo modo, al perfundir las glandulas con un
activador de canales de calcio tipo L, Bay K-8644, que permite el incremento de
la entrada de Ca®* a las células promoviendo la liberacién de catecolaminas, se
obtuvo que también fue mayor la secrecion de catecolaminas de glandulas de
ratas SHR que en WKY (168 + 14 vs 88 + 8 ng en 4 minutos). En resumen,
estos datos demuestran que la secrecion de catecolaminas al estimular a las
células cromafines de la médula suprarrenal es mayor en las ratas SHR que en
las ratas WKY. Por otra parte, en 2008, Miranda-Ferreira demostré que las
células cromafines de ratas SHR liberan catecolaminas mas rapido, en mayor
cantidad y por un periodo de tiempo mas prolongado en comparacion con
células cromafines de ratas normotensas Sprague-Dawley, ya sea por medio
de estimulacion con ACh o con alta concentracién de K* (figura 6).

Esta informacién sugiere una alteracion en alguno de los diferentes
componentes que participan en la secrecion de catecolaminas después de la
estimulacién, pues con la técnica de amperometria que se realizé en células
aisladas y disociadas y que carecen de la inervacion esplacnica, existen
diferencias en la secrecion (Miranda-Ferreira y cols. 2008; 2009). Las causas
de dicha alteracion no se conocen y pueden estar a nivel de canales idnicos, a
nivel del control del [Ca®'li, a nivel de un contenido mayor de catecolaminas por
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granulo o incluso a nivel de la maquinaria exocitética que se activa para

fusionar el granulo con la membrana celular.
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Figura 6. Hipersecrecion de catecolaminas de células cromafines de ratas SHR. Registros
amperométricos de secrecion de catecolaminas de células cromafines de ratas normotensas
(A,D) e hipertensas SHR (B,E), mediante estimulacién por ACh o alta concentracion de K.
Cada espiga que se observa en el registro equivale a la oxidaciéon de las catecolaminas
liberadas por la fusién de un granulo con la membrana. La cuantificacion de la secrecion
acumulada en el tiempo después de la estimulacion por ACh (C) o alto K™ (F) se obtuvo al

sumar el area bajo la curva debajo las espigas. Tomado y modificado de Miranda-Ferreira y
cols, 2008.
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ll. JUSTIFICACION DEL PROYECTO.

Se ha sugerido que el incremento de catecolaminas en sangre esta
relacionado con el inicio y/o mantenimiento de la hipertensién esencial. Debido
a que se desconoce en qué nivel del acople estimulo-secrecion puede estar la
diferencia en la secrecion de catecolaminas de ratas hipertensas SHR
comparado con ratas normotensas; en este trabajo nos enfocamos en los
CCDV de las células cromafines; pues como se describid, la estimulacion de
las células cromafines produce la despolarizacion de la membrana celular,
induciendo potenciales de accidon lo que promueve la activacion de los CCDV
generando el incremento del calcio intracelular. Esto se traduce en la activacion
de la maquinaria celular de secrecién para que se lleve a cabo la fusion de los
granulos de secrecion con la membrana celular y se de la liberacién de
catecolaminas.

La expresion y regulacion de los CCDV de las células cromafines se
altera por la disociacion enzimatica y por el tiempo que permanecen en cultivo
(Yaari y cols, 1987; Benavides y cols, 2004). Para evitar esta situacion,
decidimos evaluar la ICa en rebanadas frescas de tejido adrenal, preparacién
en la cual las células mantienen sus interacciones normales y el ambiente
tisular es practicamente igual al de la situacién in vivo.

Este trabajo esta enfocado en caracterizar electrofisiolégicamente y
farmacolégicamente la 1Ca en células cromafines de la médula suprarrenal,
comparando las propiedades de la ICa en rebanadas de tejido adrenal de ratas
SHR y de su control normotenso, WKY. Consideramos que los resultados
obtenidos de esta investigacion seran relevantes, debido a contribuyen a
dilucidar la posible participaciéon de los CCDV en la hipersecrecion de
catecolaminas de células cromafines reportada en la patogénesis de la

hipertension esencial.

IV. HIPOTESIS

La mayor parte de la adrenalina circulante proviene de las células
cromafines adrenales. Se sabe que en las ratas hipertensas SHR las células

cromafines secretan mas catecolaminas que las de las ratas normotensas
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WKY. Debido a la enorme importancia que tiene la entrada de Ca?" a través de
los CCDV durante el proceso de secrecion, postulamos que la mayor liberacion
de catecolaminas en las células cromafines de las ratas SHR podria deberse a
que éstas presenten una mayor entrada de Ca®" a través de los CCDV

comparado las células de ratas control WKY.

V. OBJETIVOS.

1.1 OBJETIVO GENERAL
Caracterizar las propiedades electrofisioldgicas de la ICa en células cromafines
adrenales en rebanadas de glandula suprarrenal de ratas hipertensas (SHR) y
normotensas (WKY).

1.2 OBJETIVOS PARTICULARES

» Determinar si en las células cromafines de ratas SHR hay una mayor
densidad de canales de Calcio en comparacién con las de las ratas

WKY.

» Comparar la cinética de activacion e inactivacion dependiente de voltaje

de la corriente de Calcio en células cromafines de ratas SHR y WKY.

» Determinar la proporcion de los diferentes subtipos de canales de Calcio

en células cromafines de ratas SHR y WKY.
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VI. MATERIALES Y METODOS.

1. RATAS SHR Y WKY.

Los animales utilizados en el presente trabajo fueron obtenidos de la
Unidad Académica Bioterio del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad
Nacional Autonoma de México. Las colonias de ratas SHR y WKY se
establecieron gracias a la Dra. Claudia V. Rivera Cerecedo, Jefa de la Unidad
Académica Bioterio en el afio 2009, a partir de un grupo reproductor de cada
cepa adquiridos de Charles River Laboratories (Wilmington, DE). Una vez
establecidas las colonias, los animales fueron mantenidos en condiciones
estandar a 22 °C con periodos de luz-oscuridad de 12x12 horas, y recibieron
alimento y agua ad libitum. En algunos experimentos se utilizaron machos de la

cepa de ratas Wistar (200-250 gr.) para fines comparativos.

1.1 MONITOREO DE LA PRESION ARTERIAL.

La evaluacion de la presion arterial en ratas utilizadas en los
experimentos se realiz6 mediante una técnica indirecta no invasiva en las
arterias caudales, a través de un pletismografo disefnado para el monitoreo de
presion arterial en cola de roedores (LE 5002, Panlab Harvard Apparatus;
figura 7). La maniobra por la cual se evalua la presién arterial se realiz6 en un
laboratorio mantenido a temperatura de 22 °C en condiciones de silencio para
evitar estrés en la rata.

Para conseguir la correcta medicidn de la presion es indispensable que
haya vasodilatacion, la cual se logra al mantener la rata de 20 a 30 minutos a
30 °C, la vasodilatacion permite que al colocar el sensor del pletismoégrafo en la
cola de la rata sea detectable el pulso y consecuentemente el valor de presion;
para tales fines, se colocd un colchén térmico a 30 °C por un periodo de 30
minutos debajo de la jaula donde se mantiene a la rata, esto evita mantenerla
inmovilizada durante este periodo de tiempo, impidiendo que la rata se estrese

y los valores de presion arterial se alteren.
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Pasado este periodo de tiempo, la rata fue pesada y colocada en un
cepo para mantenerla inmovilizada dentro de una camara térmica (dispositivo
incorporado con el pletismografo) mantenida a 30 °C, dejando la cola libre
(figura 7). Enseguida fue colocado el manguito sensor en la cola y se ubicé la
zona donde hay una mejor sefial de pulso, la calidad de la sefal es indicada en
el display del pletismografo (figura 7). Una vez localizada la sefial, si esta se
mantuvo constante; ademas de observar que la rata se encuentra tranquila y
basandonos en que la sefal del pulso sanguineo muestra poca variacion (+ 10
pulsos por minuto mostrados en el display) se activd el dispositivo y se
obtuvieron los valores de presion sistdlica, presion diastdlica, un valor medio de

presion asi como el valor de los latidos por minuto.

Figura 7. Evaluacién de la presién arterial. A la izquierda se observa una rata inmovilizada
en un cepo colocado al interior de la camara térmica; en la parte media de la cola se coloco el
manguito sensor que estd conectado al pletismografo. A la derecha se observa el
pletismografo, en el display se muestra el valor de la sefial para realizar la medicién y se

registran los valores de presion arterial.

A cada rata utilizada se le evalué la presion arterial 3 veces en el mismo
dia durante los 3 dias previos al experimento: los valores obtenidos se
promediaron y se muestran en la seccion de resultados (tabla 2). Solo se

consideraron como hipertensas a las ratas que presentaron valores de presién
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sistélica = a 140 mm Hg. Las mediciones se realizaron en el periodo de tiempo

que comprende entre las 10 de la mafana y las 2 de la tarde.

2. OBTENCION DE LAS REBANADAS DE GLANDULAS SUPRARRENALES.

Para la obtencion de las glandulas suprarrenales, las ratas se
anestesiaron mediante la aplicacion intraperitoneal de ketamina (75
mg/Kg)/xilacina (5 mg/Kg) y fueron sacrificadas por decapitacion.
Inmediatamente se extrajeron las glandulas suprarrenales y se colocaron en
una solucién salina con buffer de bicarbonatos (BBS) que contenia la siguiente
composiciéon en mM: 140 de NaCl, 2 de KCI, 0.1 de CaCl,, 5 de MgCl,, 26 de
NaHCO3; y 10 de Glucosa, gasificada continuamente con una mezcla de O,
95% y CO; 5% para mantener viable el tejido. Las glandulas se limpiaron del
exceso de tejido graso bajo un microscopio estereoscépico y posteriormente
fueron incluidas en una mezcla a temperatura de 32-35 °C compuesta por 3%
de agarosa diluida en la solucion BBS anteriormente mencionada.

El gel que contenia a las glandulas se puso en refrigeracion (3 minutos)
para lograr la rapida solidificacion, e inmediatamente se cortd en bloques
cuadrados de aproximadamente 5 mm por lado, los cuales fueron pegados con
cianocrilato en la placa de un microvibratomo (Leica VT-1000S). Las glandulas
se seccionaron en rebanadas de 200 um de grosor (figura 8). Las rebanadas
obtenidas fueron resuspendidas en solucion BBS a temperatura ambiente con
gasificacion constante de O, 95 % y CO2 5 % hasta su registro. Los
experimentos electrofisioldgicos se realizaron desde las 2 hasta las 8 horas

después de la obtencion de las rebanadas.
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Figura 8. Obtencion de rebanadas de glandula suprarrenal. A) Esquema que representa el
seccionamiento de una glandula suprarrenal de rata. B) Representacion de las rebanadas
obtenidas donde se puede distinguir la corteza y la médula. C) Fotografia en contraste de fases
de una rebanada de glandula suprarrenal de rata, la linea punteada delimita la médula de la
corteza. D) Magnificacion de una seccion de la médula donde se distinguen puntos grises que
son los nucleos de las células cromafines, en rojo se muestra un médulo que contiene varias
células cromafines, cada mddulo se considera como la unidad funcional de la médula

suprarrenal.

3. REGISTROS ELECTROFISIOLOGICOS.

3.1 TECNICA DE PATCH-CLAMP: FIJACION DE VOLTAJE

Los registros de la corriente de calcio (ICa) se realizaron en fijacién de
voltaje mediante la técnica de patch-clamp en modalidad de célula entera
(Hamill y cols, 1981) en una unidad disefiada para el registro electrofisiolégico
mantenida a 22 °C. En el caso de la aplicacion gradual de bloqueadores
especificos de los subtipos de CCDV, se utilizé la modalidad de parche
perforado (Rae, 1991) que no implica la dialisis del medio intracelular y permite

detectar el componente de CCDV tipo R (Albillos y cols, 2000). Para la
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adquisicion de los datos se utilizd un amplificador EPC-10 con el programa
PatchMaster (HEKA instruments). Los datos de corriente se almacenaron en
una computadora Machintosh G4 se adquirieron a frecuencia de 10 kHz y
fueron filtrados a 2 kHz.

Para la fabricacion de los microelectrodos de registro se utilizaron
capilares de borosilicato con diametro externo 1.2 mm y diametro interno de
0.68 mm (World Precision Instruments, Florida, EUA), los cuales se colocaron
en un estirador de capilares a base de calor modelo P-97 (Sutter Instruments
Co., EUA). Cuando los microelectrodos de registro fueron llenados con solucién
intracelular y conectados al cabezal del amplificador, presentaron resistencias
entre 2 a 5 megaohms (MQ).

La composicién de la solucion intracelular, con la cual se llenaron los
microelectrodos de registro fue (en mM): 100 CsCl,, 10 NaCl, 2 MgCl,, 20 TEA-
Cl, 5 ATP-Mg®*, 0.3 GTP-Na*, 14 EGTA y 20 HEPES/CsOH (aproximadamente
270 miliosmoles, pH 7.3). En el experimento de la evaluacion de la inactivacion
de la ICa por Ca®* el EGTA fue remplazado equimolarmente por BAPTA. En la
modalidad de parche perforado se agrego a la solucion interna 50-100 mg/ml
de anfotericina-B como agente perforante.

Las rebanadas de tejido adrenal se acomodaron en el fondo de una
camara de registro ubicada en la platina de un microscopio invertido (Eclipse
FNI, Nikon, Tokyo, Japdn). La imagen de las rebanadas fue enviada hacia un
monitor mediante una camara CCD conectada al microscopio, los registros se
realizaron observando la muestra con un objetivo de 40x. La rebanada en
registro se mantuvo con perfusion constante de 1.5 ml/min de solucién BBS
normal con la siguiente composicion en mM: 140 de NaCl, 2 de KCI, 2 de
CaCly, 5 de MgCl,, 26 de NaHCO3; y 10 de Glucosa, gasificada continuamente
con una mezcla de O; 95% y CO, 5%. El volumen al cual se mantuvo la
camara de registro fue de 0.5 ml.

Una vez identificada la célula a registrar, el microelectrodo se acerco
lentamente hacia la célula por medio de un micromanipulador Sutter MPC-200
(Sutter Instruments), durante esta manipulacion se aplicd presion positiva
(expulsioén) en el microelectrodo para evitar que se ensucie de la punta antes
de llegar a la célula (resistencia 4 — 5 MQ); a medida que se acerco el

microelectrodo a la célula y en el momento en el cual se tocd sutilmente la
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membrana celular, se observé un ligero incremento en la resistencia del sello,
en ese momento se quitd la presidon positiva y se aplico una ligera presion
negativa (succion) para promover la generacion de un sello de alta resistencia
en el orden de al menos 1 Gigaohm (GQ) entre el microelectrodo y la
membrana celular (Hamill y cols, 1981). Rapidamente se hizo la ruptura del
pequefio parche formado entre la membrana y la punta del microelectrodo por
medio de la aplicacion de presidn negativa. Al romper el pequeio parche se
cancelaron los transitorios capacitivos y se compenso la resistencia en serie,
en ese momento se logré la configuracién de fijacién de voltaje en célula entera
y se mantuvo el voltaje de la célula a -90 mV.

En el caso del parche perforado, una vez que se obtiene el sello de alta
resistencia, se deja que la anfotericina-B forme poros en la membrana celular
hasta que se obtengan los transitorios capacitivos y que la resistencia en serie
sea menor a 20 MQ, esto ocurre entre 5 y 10 minutos después de haber
logrado el sello.

Luego de obtener la configuracion de fijacidon de voltaje, la solucion que
bafa a la rebanada se cambidé por una solucion BBS con la siguiente
composicion en mM: 113 NaCl, 2.5 KCI, 10 CaCly, 1 MgCl,, 26 NaHCO3, 10
glucosa y 0.001 TTX gasificada constantemente con una mezcla de O, 95 % y
CO2 5 %. Para activar la ICa se aplicé un pulso cuadrado despolarizante que
va desde -90 mV (50 ms) a 0 mV (60 ms) y regresa a -90 mV (50 ms) cada 10
segundos hasta que la ICa que se genera durante el pulso alcanza la
estabilidad. Debido a que nuestro objetivo es evaluar la ICa, las corrientes de
K" y de Na* presentes en las células cromafines fueron bloqueadas. La IK se
bloqued al tener TEA y CsCl;, en el microelectrodo de registro, mientras que la

INa se bloqued al aplicar TTX en la solucién extracelular.

3.2 RELACION CORRIENTE-VOLTAJE (I-V)

El protocolo utilizado para la obtencion de la relacién corriente-voltaje fue
el siguiente: Se dieron pulsos despolarizantes de -60 mV a +40 mV con una
duracion de 60 ms en escalones de 5 mV cada 10 segundos a partir de un
potencial de mantenimiento de -90 mV. Los valores de corriente obtenidos

fueron evaluados a dos tiempos, al pico maximo de la corriente (a los primeros
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5 ms, ICa transitoria) y 5 ms antes de finalizar el pulso de registro (ICa
sostenida). Los valores de ICa se normalizaron al dividirlos entre la
capacitancia de la célula para comparar la corriente por unidad de area, por lo

que los resultados se muestran en densidad de corriente (pA/pF).
3.3 ACTIVACION E INACTIVACION DEPENDIENTE DE VOLTAJE DE LA ICA

Para evaluar la cinética de activacion de la ICa, los valores de corriente
se transformaron a conductancia por medio de la siguiente formula gCa = ICa/
(Vm-eCa) en la cual gCa es la conductancia de Ca®*, ICa es la amplitud de la
corriente obtenida en cada pulso despolarizante, V, es el voltaje despolarizante
al cual se generod la ICa y gCa es el voltaje al cual se alcanza el equilibrio de la
corriente que en estos experimentos se obtuvo por la extrapolacién de la
relacion |-V (~ +60 mV). Los datos obtenidos de conductancia se graficaron en
funcion del voltaje y se ajustaron mediante la aplicacion de la ecuacion de
Boltzmann para la activacion g/gmax = {1 + exp [-(V-Vai2)/ks]}' a partir del
ajuste, se obtuvieron el valor medio de voltaje de activacion (Vai2) vy la
pendiente de activacion (ka).

Para obtener los valores de inactivacion de la corriente en el estado
estacionario, se aplic6 un pulso despolarizante a -20 mV (que activa el
componente transitorio) y a +5 mV (que activa el componente sostenido),
precedido de pulsos de voltaje de -100 hasta +10 mV de 1.5 segundos de
duracién en escalones de voltaje de 3 mV (componente transitorio) y 10 mV
(componente sostenido) cada 10 segundos. Los datos de ICa obtenidos a los
diferentes prepulsos de despolarizacion se dividieron entre los valores de ICa
obtenidos a -100 mV vy los resultados de graficaron en funcion del prepulso
despolarizante y se ajustaron mediante la aplicacion de la ecuacion de
Boltzmann para la inactivacion I/lmax = {1 + exp [-(V-Vii2)/k]}" a partir del ajuste,
se obtuvieron el valor medio de voltaje de inactivacion (Vii2) y la pendiente de

inactivacion (k;).

3.4 CINETICA DE CIERRE DE LOS CANALES (DESACTIVACION).
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Para evaluar la cinética de cierre (desactivacion) de los CCDV, se aplico
el siguiente protocolo: se aplicé un pulso despolarizante a -30, -25 o +5 mV
durante 10, 4 o0 50 ms para activar, respectivamente, la amplitud maxima de la
ICa tipo T expresada en células HEK-293, el componente transitorio o el
componente sostenido, a partir de un voltaje de mantenimiento de -90 mV,
seguido por pulsos repolarizantes desde -110 hasta -40 mV en escalones de
voltaje de 5 mV con 30 ms de duracion cada 10 segundos. Este protocolo
permite la activacion maxima de la ICa y antes de que se inactive, la
repolarizaciéon promueve que los CCDV pasen subitamente al estado cerrado
generandose una corriente remanente que se vuelve cero en cuanto los
canales se han cerrado (cola de corriente). La cola de corriente generada se
ajusta a una exponencial simple y se obtiene el valor tau (t) que equivale al
momento en que se alcanzé el 37% del cierre de los canales. Los valores
obtenidos de 1 se graficaron en funcién de los pulsos de voltaje aplicados y se
interpretan como el valor que tardan en cerrar los canales a los diferentes

voltajes aplicados.
3.5 INACTIVACION DE LA ICA DEPENDIENTE DE CA%"

Para evaluar la inactivacién de la ICa inducida por Ca**, después de que
se alcanzo el pico maximo de ICa se observé un decaimiento de la corriente,
una vez que inicid el decaimiento se realiz6 un ajuste por medio de una
exponencial simple hasta que se terminé el pulso. A partir del ajuste se obtiene
el valor 1 de la cinética de inactivacion dependiente de Ca®" en funcion de los
voltajes empleados.

En el experimento disefiado para evaluar la presencia de ICa tipo T, se
utilizé la linea celular de rindn de embrion humano (HEK-293) que expresan
establemente canales de Ca®* tipo T (Cay3.2 o Cay3.3) amablemente donadas
por el Dr. Juan Carlos Goémora Martinez del Instituto de Fisiologia Celular,
UNAM. Las células expresaron la subunidad a1H (Cay3.2) o a1l (Cay3.3) de
manera estable y fueron mantenidas en medio Eagle modificado por Dulbecco
suplementado con 10 % de suero fetal bovino y 100 U/ml de penicilina, 100

mg/ml estreptomicina para evitar contaminacion y se mantuvieron en una
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incubadora con atmésfera controlada a 37 °C, 95 % O,y 5 % CO,. Durante las

24 a 48 horas de cultivadas se realizaron los experimentos.

4. EXTRACCION DE RNAM Y SINTESIS DE DNAC.

Estos experimentos fueron realizados por el Dr. Ricardo Gonzalez
Ramirez y el Dr. Ricardo Félix Grijalva en el Centro de Investigacion y de
Estudios Avanzados (CINVESTAV) Unidad Norte del Instituto Politécnico
Nacional.

Para la extraccidon total de RNAm y sintesis de DNAc, las glandulas
suprarrenales de 6 ratas WKY, 6 Wistar y 3 SHR fueron seccionadas en
rebanadas de 200 um de grosor como anteriormente se describid. Bajo un
microscopio estereoscopico, se separdé la corteza y se obtuvo la parte
correspondiente a la médula suprarrenal, la cual se colocé en Trizol para
extraer el RNA. La calidad del RNA se determind por medio de densidad optica
(260/280=1.8) mientras que la integridad se verifico por electroforesis de gel de
agarosa.

Para sinterizar el DNAc se utilizé el RNA por medio de un kit de sintesis
de DNAc Superscript Il con primers oligo (dT) como lo indica el protocolo del
kit. Se disolvio en 10 ml de agua tratada con dietil-pirocarbonato 2.5 mg de
RNA, 2.5 mM de oligo (dT), 0.5 mM de cada dNTP. Después del alineamiento a
65 °C por 5 min, se agregd el buffer superscript, 40 unidades de RNaseOUT,
5mM de DTT, 5 mm de MgCl, y 200 unidades del Superscript Il y la solucién
se incubd a 55 °C durante 1 hora. Finalmente, la soluciéon se incubd a 85 °C
durante 5 min para inactivar la enzima. Como control, paralelamente se
corrieron muestras de cada RNA en ausencia de Superscript Il para evaluar

cualquier contaminacién del DNA.

4 1 PCR EN TIEMPO REAL

Se realiz6 la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas
en ingés) en tiempo real mediante la prueba TagMan utilizando los primers y la
prueba reportados por el grupo de Singh y cols, 2008; designado para
sobrelapar regiones conservadas de las variantes del canal Cay1.3 (longitud
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completa del exon 42 (Cay1.342) y carboxilo terminal corto 42A (Cay1.3424). Los
niveles del transcrito se estimaron con el método CT (Livak y Schmittgen 2001).
Como control enddgeno, se llevé a cabo el analisis del gen del RNA ribosomal
eucarionte 18 S.

Las reacciones cuantitativas de amplificacion de PCR en tiempo real por
prueba TagMan se llevo a cabo en un sistema de deteccion de PCR en tiempo
real CFX96 (Bio-Rad). Las reacciones se realizaron en 25 ml de la mezcla de
reaccion que consistié de 12.5 ml de la mezcla TagMan Universal PCR Master
(Applied Biosystems), 0.9 mM de primers y 0.25 mM de la prueba TagMan para
cada una de las variantes del canal Cay1.3. La mezcla master con los primers y
la prueba se agitaron en vortex y 15 ml de la mezcla se deposité en una placa
para PCR de 96 pozos de 0.2-ml de grado optico (Applied Biosystems).
Subsecuentemente se agregd 10 ml del templado de DNAc a un volumen final
de 25 ml. Las condiciones térmicas del ciclado fueron como se indica a
continuacion: 50 °C por 2 min, 95 °C por 10 min, seguido por 60 ciclos, 95 °C
por 15 s para desnaturalizacion y 60 °C por 1 min para la alineacion y la

extension.
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VIl. RESULTADOS.

SECCION |. COMPARACION DE LA ICA EN CELULAS CROMAFINES DE RATA WKY Y
SHR.

1. PRESION ARTERIAL EN RATAS SHR Y WKY.

En la tabla 2 se muestran los valores de la presion arterial de las ratas
utilizadas en este trabajo. Los valores de presion arterial sistolica del grupo
SHR son similares a los reportados por Lee en 1991, a este periodo de edad

aproximadamente oscilan en 150 mm Hg.

Tabla 2. valores promedio de presion arterial obtenidos de ratas WKY y SHR. * p< 0.0001

Pulsos/min Sistdlica (mmHg)|Diastdlica (mmHg) Media
WKY n=15 351.6 8.2 111.2+2.0 81.4+1.5 91.0+1.2
SHR n=16 4384+ 10.8 * 147.1+3.2* 108.7 +4.2 % 121.6 +3.9 *

2. ICA EN CELULAS CROMAFINES DE GLANDULA SUPRARRENAL DE RATAS WKY Y SHR.

En el momento en que se logrd la configuracion de fijacion de voltaje en
célula completa, la rebanada de glandula suprarrenal en registro se prefundio
con una soluciéon BBS que contenia TTX para bloquear la corriente de Na®,
mientras que la corriente de K* se bloqued al utilizar Cs** y TEA en la solucién
intracelular (ver materiales y métodos). A partir de un potencial de
mantenimiento de -90 mV se aplicaron pulsos despolarizantes para activar la
ICa.

La figura 9 (A, B) muestra los trazos de la ICa obtenida a los diferentes
pulsos de despolarizacion en células cromafines de ratas WKY y SHR. En
ambas cepas se observa un componente transitorio rapido inactivante, el cual
se distingue principalmente a potenciales negativos (-30 a -10 mV) y queda un
componente sostenido; mientras que a potenciales positivos (0 a +30 mV)
predomina un componente sostenido no inactivante. Por tal razén se evalué la

amplitud de la corriente durante los primeros 5 ms (componente transitorio) y 5
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ms antes de terminar el pulso de prueba (componente sostenido) como se
indica con las lineas punteadas (figura 19 A,B).

La ICa se normalizé al dividir su amplitud entre la capacitancia de las
células para obtener la densidad de corriente y poder comparar la corriente
entre células de diferente tamafo. Los valores promedio de capacitancia entre
ambas cepas no mostraron diferencia significativa 8.1 + 1.1 pF en WKY (n=19
cél)y 7.8 + 1.2 pF en SHR (n= 19 cél; p=0.41).

Los valores promedio de la densidad de corriente de 19 células por cada
cepa se graficaron en funcién del voltaje (curvas |-V) como se muestra en la
figura 9 (C, D). ElI componente transitorio se activd entre -45 mV o -40 mV,
alcanzé su amplitud maxima a -5 mV y su voltaje de inversidn por extrapolacion
de la curva es entre +50 o +60 mV en ambas cepas. Por otra parte, el
componente sostenido se activdo entre -35 o -30 mV, alcanzé su amplitud
maxima a +5 mV y su voltaje de inversion, por extrapolacion de la curva, fue
aproximadamente +50 o +60 mV en ambas cepas. Los datos no mostraron
diferencias significativas en la densidad de corriente entre los componentes
transitorios de ambas cepas en la amplitud maxima de la corriente (-5 mV) 61.7
+ 3.2 pA/pF en WKY y 55.5 + 4.9 pA/pF en SHR (p=0.29); por otra parte, el
componente sostenido tampoco mostré diferencias significativas entre ambas
cepas en la amplitud maxima de la corriente (+5 mV) 40.7 + 2.1 pA/pF en WKY
y 35.7 + 3.6 pA/ pF en SHR (p=0.23).

Estos resultados indican que la cinética de activaciéon de la ICa, asi
como la densidad de ICa en células cromafines de ratas SHR y WKY son

semejantes.
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Figura 9. ICa en células cromafines de ratas WKY y SHR. A, B) Familia de registros
representativos de ICa de células cromafines de rata WKY (azul) y SHR (rojo). Las lineas
punteadas indican el momento en el que se evalué la amplitud de la corriente. C, D) Curvas |-V
de la ICa transitoria y sostenida de células cromafines de ratas WKY (n=19 cél) y SHR (n=19

cél), respectivamente. Los datos se presentan como densidad de corriente.

3. EL COMPONENTE TRANSITORIO DE ICA NO SE OBSERVA EN CELULAS CROMAFINES

DE RATA WISTAR.

Interesantemente, el registro de ICa en células cromafines de rata Wistar
bajo las mismas condiciones de registro (figura 10) no muestra componente
transitorio. Esto coincide con los resultados obtenidos en células cromafines de
raton en las mismas condiciones de registro (Hernandez y cols, 2011).

La figura 10 (A, B) compara los registros de la ICa en células cromafines
de rata WKY (que son similares a los de SHR) con los de rata Wistar, con la
finalidad de distinguir la inactivacion de la ICa observada en la cepa WKY o
SHR. Los datos de la amplitud de la corriente se normalizaron al dividir entre la
capacitancia de las células, que fueron 8.6 + 0.6 y 8.1 + 1 pF para Wistar y
WKY, respectivamente (p = 0.5); y se graficaron en funcion del voltaje del
pulso. Las curvas |-V muestran la comparacién de la densidad de corriente
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evaluada al pico maximo y 5 ms antes de terminar el pulso de prueba (lineas
punteadas de figura 10 A). Notese que la densidad de corriente al inicio del
pulso no es diferente (figura 10 C) se activo alrededor de -45 mV, alcanzé la
amplitud maxima a -5 mV y la inversion de la corriente por extrapolacion de la
curva, es aproximadamente a +50 mV. La amplitud maxima no muestra
diferencia significativa 66.5 + 6.6 pA/pF para WKY (n=19 cél) y 61.7 + 3.2
pA/pF para Wistar (n=9 cél; p = 0.46).

Por otra parte, el componente sostenido mostré6 el mismo voltaje de
activaciéon -35 mV, y el mismo voltaje de reversion de la corriente (~ +50 mV);
sin embargo, la amplitud maxima se alcanzé a 0 mV en Wistar y +5 mV en
WKY (figura 10 D). Ademas, en voltajes negativos (-35 a -10 mV) se alcanzo la
mayor proporcion de corriente inactivada, siendo el mayor (~ 65 %) a -25 mV,
7.67 + 0.8 pA/pF en WKY y 24.54 + 4.4 pA/pF en Wistar.

Estos resultados muestran que en células cromafines de rata WKY y
SHR existe inactivacion de la ICa que tipicamente no se observa en células

cromafines de otros roedores.
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Figura 10. Comparacién de la ICa en células cromafines de WKY con la cepa normotensa
Wistar. A) Registros representativos de ICa en células cromafines de rata Wistar (negro) y
WKY (azul) activadas a diferentes voltajes. B) Acercamiento de los primeros 15 ms del registro
de la ICa en voltajes negativos donde se distingue principalmente la inactivacion de la corriente
en WKY. C) Curva |-V evaluada al pico maximo en ambas cepas. D) Curva |-V del componente
sostenido en ambas cepas, nétese que a voltajes negativos la amplitud de la ICa es menor en
WKY (n=19 cél) respecto a Wistar (n=9 cél).

4. DEPENDENCIA DEL VOLTAJE EN ACTIVACION E INACTIVACION DE ICA EN WKY Y
SHR.

Para evaluar la dependencia del voltaje en la activacion de la ICa, los
valores de corriente obtenidos (figura 9) se convirtieron a valores de
conductancia mediante la siguiente ecuacidn gCa = lca/(Vm-Eca); (ver
materiales y métodos). Los valores de conductancia se graficaron en funcion
del voltaje de prueba y se ajustaron con la ecuacion de Boltzmann para la
activacion g/gmax = {1+exp[-(V-Vat2)/ka]}' (ver materiales y métodos). Los
valores de voltaje medio de activacion fueron: Componente transitorio Vaq2 -
19.6 y -20.1 mV; y los valores de pendiente k; 9.5 y 9.15 mV. Componente
sostenido Va2 -6.2 y -9.1 mV; y los valores de pendiente k, 7.5y 7.0 mV; para
WKY y SHR, respectivamente. El analisis de los datos muestra que no existe
diferencia significativa en los parametros Va12 ¥ ka entre ambas cepas (p=0.52
y p= 0.6); sin embargo, los valores Va2 ¥ ka entre ambos componentes son
estadisticamente diferentes (p<0.0001 y p<0.0006) por lo que en las cepas
SHR y WKY se sugiere la activaciéon de dos componentes diferentes de la ICa
(figura 11 A).
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Figura 11. Dependencia del voltaje en activacién e inactivacion de la ICa en WKY y SHR.
A) Los valores de conductancia se graficaron en funcion del pulso despolarizante y se
ajustaron mediante la ecuacion de Boltzmann para la activacion del componente transitorio
(circulos) y sostenido (triangulos) de la ICa en WKY (azul; n=19 células) y SHR (rojo; n=19
células). B) Los datos de corriente fueron normalizados entre la corriente maxima activada al
pulso de prueba y se graficaron en funcién del potencial del prepulso. Los datos se ajustaron
mediante la ecuacién de Boltzmann para la inactivacion del componente transitorio (circulos) y

sostenido (triangulos) de la ICa en WKY (azul; n=19 células) y SHR (rojo; n=19 células).

Para obtener los valores de inactivacion de la corriente en el estado
estacionario, se aplicaron pulsos de prueba a -20 mV (componente transitorio)
y a +5 mV (componente sostenido), precedidos de un pulso de 1.5 segundos
de duracion desde un voltaje de -100 hasta +10 mV en escalones de voltaje de
3mV (componente transitorio) y 10 mV (componente sostenido) cada 10
segundos. Los valores de ICa obtenidos en el pulso de prueba después de los
diferentes pre-pulsos despolarizantes se dividieron entre el valor de la ICa
obtenido a -100 mV (maxima amplitud). Los resultados de graficaron en funcién
del prepulso despolarizante y se ajustaron por medio de la ecuacion de
Boltzmann para la inactivacion /lmax = {1 + exp [-(V-Vii)/k]}" (ver materiales y
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métodos). Los valores de voltaje medio de inactivacion fueron: Componente
transitorio Vi, —46.9 y -46.8 mV; y los valores de pendiente: kj 4.0 y 4.3 mV.
Componente sostenido Vi, -20.8 y -18.8 mV; y los valores de pendiente k; 9.8
y 9.8 mV; para WKY y SHR, respectivamente (figura 11). El analisis de los
datos muestra que no existe diferencia significativa para los parametros Viy» y
ki entre ambas cepas (p=0.8 y p= 0.23); sin embargo, los valores Vi, y ki entre
ambos componentes son estadisticamente diferentes (p<0.0001 en ambos
casos).

Hasta aqui, los resultados muestran la presencia de dos componentes
con diferente dependencia de voltaje, uno transitorio que podria ser originado
por ICa tipo T y otro sostenido que puede corresponder a ICa tipo L, N, P-Qy R
en ambas cepas. Importantemente, la dependencia de voltaje en la activacion e
inactivacion del componente transitorio y del componente sostenido son

similares entre las cepas SHR y WKY.
5. ¢ EL COMPONENTE TRANSITORIO SE DEBE A LA ACTIVACION DE ICA TIPO T?

Como anteriormente se demostrd, el componente transitorio no se
observa en células cromafines de otra cepa de rata normotensa (Wistar) o en
ratébn (Hernandez y cols, 2011) bajo las mismas condiciones de registro. Esto
es importante debido a que puede ser ICa tipo T, de la cual existen pocos
reportes de su presencia en células cromafines. Para comprobar dicha
hipotesis se obtuvieron las relaciones I-V en situacion control y en presencia de
50 uM de Ni**, esta reportado que a esa concentracion bloquea la ICa tipo T en
células cromafines en cultivo (Novara y cols, 2004; Carabelli y cols, 2007).

Los resultados del efecto de Ni** se muestran en las curvas |-V de 7
células por cada cepa en la figura 12, una proporcion del componente
transitorio fue inhibido en presencia de Ni**, sin embargo también afecté parte
del componente sostenido. EI componente transitorio disminuyé entre 50 y 60
% a voltajes negativos (-40 y -20 mV), mientras que a voltajes menos negativos
(-10 a +30 mV) disminuy6 entre 25 a 40 % (figura 12 C) el efecto fue similar en
ambas cepas. Por otra parte, el componente sostenido disminuyo6 entre 25 a 50
% en presencia de Ni** (figura 12 F), lo cual sugiere un efecto inespecifico que
probablemente afectd otros subtipos de CCDV. Este resultado no permite
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concluir que la ICa tipo T origina el componente transitorio en estas cepas. En

la seccion |l se muestran mas resultados a este respecto.

Figura 13. Efecto de Ni** en la ICa. A, B) Efecto de Ni** en la amplitud de la corriente
transitoria de WKY (n=7 cél) y SHR (n=7 cél), respectivamente. C) Porcentaje de bloqueo de
Ni** sobre el componente transitorio en funcion del voltaje en WKY (azul) y SHR (rojo). D, E)
Efecto de Ni*" en la amplitud del componente sostenido de WKY y SHR; respectivamente. F)
Porcentaje de bloqueo de Ni** sobre el componente sostenido en funcién del voltaje en WKY
(azul) y SHR (rojo).

6. PROPORCION DE ICA TIPO L EN CELULAS CROMAFINES DE RATA WKY Y SHR.

La siguiente estrategia consistiéo en determinar la proporcion de ICa tipo
L en las células cromafines de ambas cepas mediante la aplicacion del
bloqueador especifico nifedipina. La figura 13 muestra la curva |-V de 7 células
por cada cepa en condicién control y en presencia de 5 yM de nifedipina. De
manera importante, el componente transitorio se inhibié entre 70 y 80 % en
voltajes negativos (-40 a -20 mV; figura 13 C), que es cuando sobresale el
componente transitorio, mientras que al pico maximo de la ICa del componente
transitorio se inhibi¢ 43.8 + 6.5y 45.0 + 2.3 % en WKY y SHR respectivamente.
De la misma forma, nifedipina inhibié entre 80 y 90 % del componente

sostenido de la ICa en voltajes negativos (-40 a -20 mV; figura 13 F), mientras
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que al pico maximo del componente sostenido inhibié 33.3 + 7.8y 41.6 +4.1 %
en WKY y SHR respectivamente. Aunque a voltajes positivos (+10 a +30 mV)
pareciera haber un mayor bloqueo en las células cromafines de ratas SHR
(figura 13 C, F), no se encontr6 diferencia significativa. EI componente
transitorio interesantemente disminuyd en presencia de nifedipina; sin
embargo, se requieren mas experimentos para descifrar si el componente

transitorio corresponde a ICa tipo L (ver seccion II).

Figura 13. Efecto de nifedipina en ICa. A, B) Efecto de nifedipina en la amplitud de la
corriente transitoria de WKY (n=7 cél) y SHR (n=7 cél); respectivamente. C) Porcentaje de
bloqueo de nifedipina sobre el componente transitorio en funcién del voltaje en WKY (azul) y
SHR (rojo). D,E) Efecto de nifedipina en la amplitud del componente sostenido de WKY y SHR;
respectivamente. F) Porcentaje de bloqueo de nifedipina sobre el componente sostenido en

funcién del voltaje en WKY (azul) y SHR (rojo).

En esta primera seccion encontramos que no hay diferencia significativa
en la densidad de ICa macroscopica entre células cromafines de ratas
normotensas WKY e hipertensas SHR. En ambas cepas se observo
analogamente un componente transitorio y un componente sostenido con la
misma cinética de activacion e inactivacion dependiente de voltaje. También se

determind que el efecto de Ni** y nifedipina fue similar en ambas cepas. Por lo
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tanto, en algunos experimentos decidimos agrupar los resultados obtenidos

presentandolos como WKY/SHR.

SECCION Il. DILUCIDACION DEL ORIGEN DEL COMPONENTE TRANSITORIO DE
ICA.

1. DETERMINACION DE LA PRESENCIA O AUSENCIA DE ICA TIPO T EN WKY/SHR.

Debido a que la aplicacion de Ni** no permitid obtener resultados
concluyentes acerca de la posible contribucion de ICa tipo T, decidimos utilizar
un analogo de mibefradil, NNC 55-0396, compuesto disefiado para bloquear
especificamente los CCDV de tipo T (Huang y cols, 2004).

Previamente, para determinar si NNC 55-0396 bloquea la ICa tipo T, se
utilizé la linea celular HEK-293 que expresa establemente al canal Cay3.2 o
Cay3.3. En la figura 14 se muestra el curso temporal del efecto de 10 pM de
NNC 55-0396 sobre la ICa tipo T, a esa concentracién se bloqued totalmente la
ICa tipo T (figura 14 A,B). El efecto del farmaco muestra que es una inhibicién
reversible, aunque no se recuperd el 100 % de la ICa durante el periodo de
registro. Con base en este resultado decidimos evaluar el efecto de NNC 55-
0396 sobre la ICa de células cromafines de ratas WKY/SHR.
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Figura 14. Efecto de NNC 55-0396 en ICa. A, B) Curso temporal del efecto de NNC 55-0396
en la ICa tipo T de Ca\3.3 (a1l) y Cay3.2 (a1H), respectivamente; expresados establemente en
la linea celular HEK-293. C) Registros representativos de ICa en situacion control (negro) y en
presencia de NNC 55-0396 (azul) en las células cromafines de ratas WKY/SHR. D, E) Curvas I-
V del efecto de la aplicacién de NNC 55-0396 en el componente transitorio y sostenido;
respectivamente (n=6 cél; WKY 3, SHR 3).

En la figura 14 C se observa que la aplicacién de 10 yM de NNC 55-
0396 no afectd los trazos de ICa de las células cromafines; en la curva |-V se
observo que en 6 células evaluadas NNC 55-0396 no afecta la ICa, sugiriendo
que la ICa tipo T no participa en las células cromafines de ratas WKY/SHR. Sin
embargo, este dato contrasta con lo observado al aplicar Ni**, donde se
observo disminucion de los componentes transitorio y sostenido (figura 12).
Para resolver esta controversia, decidimos evaluar la cinética del cierre
(desactivacion) de los CCDV. Esta demostrado que la desactivacion de los
CCDV tipo T es lenta (2 — 8 ms entre -110 a -60 mV) comparada a la de CCDV
de alto umbral de activacién, por lo tanto, si la desactivacion del componente
transitorio es lenta, ayudaria a aclarar la probable presencia de CCDV tipo T en
las células cromafines de ratas WKY y SHR. Primero determinamos el tiempo
de desactivacion de Cay3.2 en las células HEK 293, mediante el protocolo de

cola de corriente (ver materiales y métodos; figura 15 A), como se muestra en
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la figura 15 se grafico el valor tau (1) del ajuste del decaimiento de la ICa en
funcién de los diferentes voltajes aplicados (ver materiales y métodos). Se
obtuvo que el valor mas rapido de la desactivacién se presenta al voltaje de -
110 mV (2.4 ms); mientras que el valor mas lento se obtuvo a -60 mV (8.2 ms).
Estos resultados coinciden con los reportados en la bibliografia. Valores
similares se han reportado para Cay3.1 y Cay3.3 (Cribbs y cols, 2000).

En caso de que el componente transitorio observado en las células
cromafines de ratas WKY/SHR tuviese una contribucion de ICa tipo T, la
cinética de desactivacion al activar el componente transitorio deberia ser similar
al observado en la linea celular HEK-293 que expresa Cay3.2 y deberia ser
mas lento comparado a cuando se activa el componente sostenido.

Después de aplicar los protocolos correspondientes para la
desactivacion de cada componente (ver materiales y métodos; figura 16 C,D)
se graficaron los valores de t obtenidos de la cinética de desactivacién del
componente transitorio y sostenido en funcion del voltaje evaluado;
interesantemente, no se observé diferencia en los valores obtenidos entre
ambos componentes. La cinética de desactivacion es mas rapida a la
observada en la ICa tipo T a los diferentes voltajes aplicados. El valor mas
rapido de la desactivacion sucede al voltaje de -105 mV (0.23 ms); mientras
que el valor mas lento se obtuvo a -40 mV (0.55 ms). Estos resultados permiten
concluir la ausencia de CCDV tipo T en las células cromafines de ratas WKY y
SHR.
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Figura 15. Desactivacion de la ICa. A) Registros representativos de la desactivacion de la ICa
de Cay3.2 expresada establemente en la linea celular HEK-293 a partir del protocolo indicado
en el panel inferior. B) Valores de t obtenidos a partir de los trazos en A, graficados en funcion
del potencial de repolarizacion (n=2 cél). C) Registros representativos de la desactivacion de la
ICa transitoria a partir del protocolo mostrado en el panel inferior. D) Registros representativos
de la desactivacion de la ICa sostenida a partir del protocolo mostrado en el panel inferior. E)
Valores de t obtenidos a partir de los trazos en C y D graficados en funcién del potencial de

repolarizacion (n=5 cél).

Recapitulando, la aplicacién de Ni** como bloqueador de la ICa tipo T
afectd la ICa inespecificamente; sin embargo, al utilizar NNC 55-0396 que
bloquea especificamente ICa tipo T, no se obtuvo efecto en la ICa de células
cromafines de ratas WKY/SHR. Importantemente, la evaluacion de la cinética
de desactivacion de la ICa demostré equivalencia entre el componente
transitorio y sostenido, presentando valores de desactivacion rapidos respecto
a Cay3.2. Estos datos demuestran que la ICa transitoria no corresponde a la
activacion de ICa tipo T en células cromafines de ratas WKY/SHR.
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2. (Es ICA TIPO L LA QUE PARTICIPA EN LA ACTIVACION DEL COMPONENTE
TRANSITORIO?

Debido a que se demostré que la aplicacion de nifedipina disminuyé de
manera importante el componente transitorio y el componente sostenido de la
ICa (figura 13 y 16 A); ademas, como la cinética de desactivacion de ambos
componentes es igualmente rapida comparada a la de ICa tipo T; podemos
pensar que el componente transitorio se debe a la activacién de ICa tipo L.
Para poner a prueba dicha hipotesis, ahora utilizamos un agonista selectivo de
la ICa tipo L Bay-K 8644, el cual promueve que los CCDV tipo L permanezcan
mas tiempo abiertos induciendo un mayor influyjp de iones Ca®*" e
incrementando la amplitud de la corriente. Los registros representativos de la
figura 16 A ejemplifican el efecto de la inhibicion de la ICa transitoria y
sostenida por nifedipina, mientras que los registros representativos de la figura
16 B muestran que la aplicacion de Bay-K 8644 incrementa la amplitud de la
ICa total sin afectar la cinética de inactivacion de la corriente, es decir, el
componente transitorio y el sostenido se mantienen, solo que con una amplitud
mayor. La curva |-V resume el efecto de Bay-K 8644 en 7 células demostrando
que la amplitud de la ICa incrementé en ambos componentes (transitorio y
sostenido) en los rangos negativos de voltaje (-45 a -5 mV) sin tener efecto
significativo en voltajes positivos.

La inhibicion de la amplitud del componente transitorio con nifedipina y el
incremento obtenido con la aplicacion de Bay-K 8644, asi como su cinética
rapida de desactivacion, sugieren que el componente transitorio corresponde a
la activacién de ICa tipo L; sin embargo, surge la controversia de ser transitoria,

pues la ICa tipo L se caracteriza por inactivarse mas lentamente.
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Figura 16. Nifedipina inhibe el componente transitorio y Bay K-8644 lo incrementa. A)
Registros representativos del efecto de nifedipina (rojo) en la ICa de células cromafines de
ratas WKY/SHR. B) Registros representativos del efecto de 1 yM Bay K-8644 (azul) en la ICa
de células cromafines de ratas WKY/SHR. C, D) Curvas |-V del efecto de Bay K-8644 en la ICa

transitoria y sostenida; respectivamente (n=7 cél).

3. ¢LA INACTIVACION DE LA ICA EN CELULAS CROMAFINES DE WKY/SHR ES

DEPENDIENTE DE CA%*?

Como ya se ha mencionado, las células cromafines expresan CCDV tipo
L Cay1.2 y Cay1.3; aproximadamente 45 a 50% del total de la ICa es acarreada
a través de estos canales en células cromafines de roedores. En ratén
aproximadamente 20 % de la ICa tipo L es acarreada por Cay1.2 mientras que
80 % es acarreada por Cay1.3. Los canales Cay1.3 se activan a potenciales
mas negativos que otros tipos de CCDV tipo L, ademas presentan una cinética

de activacién mas rapida. Importantemente, se han descrito dos variantes que

-54 -



se generan por splicing alternativo de Cay1.3, una variante que expresa el gen
del exdn 42 completo denominada Cay1.342 y otra variante que expresa el gen
del exén 42 con el carboxilo terminal corto denominada Cay1.342a.
Interesantemente, en el trabajo realizado por Singh y cols, en 2008, se
demostrd la importancia del carboxilo terminal del exdon 42 en la regulacion de
la inactivacion de la ICa dependiente de Ca®". La variante Cay1.34a se
caracteriza por activarse a voltajes negativos de aproximadamente -40 mV e
interesantemente presenta inactivacion rapida dependiente de Cca? (Singh y
cols, 2008), por lo cual se activa e inactiva rapidamente. Tal inactivacion es
similar a la observada en células cromafines de rata WKY/SHR. Por lo tanto, en
el siguiente experimento evaluamos si la inactivacion observada en el
componente transitorio es dependiente de Ca®*, lo que nos sugeriria la
presencia de la variante Cay1.3424 en células cromafines de ratas WKY/SHR.

Para determinar si la inactivacién de la ICa transitoria es un fendmeno
dependiente de Ca®* comparamos la cinética de inactivacion de la corriente
utilizando EGTA en la solucién intracelular, el cual es un quelante de Ca?*. Si la
inactivacion de la ICa es dependiente de Ca®* el uso de BAPTA en la solucién
intracelular, el cual es un quelante de Ca* que lo atrapa mas rapidamente
comparado al EGTA, disminuira la velocidad de inactivacion de la corriente. En
la figura 17 A se observa que cuando se utilizo6 BAPTA disminuy6 la velocidad
de la inactivacion de la ICa transitoria. El valor t de la inactivacion se grafico en
funcién del voltaje cuando sobresale el componente transitorio y como se
observa, la velocidad de inactivacion de la ICa transitoria es doblemente rapida
cuando se utiliza el EGTA. Estos resultados sugieren que la inactivacion de la
ICa es un evento dependiente de Ca®" en las células cromafines de ratas
WKY/SHR.

Alternativamente, para sustentar la propuesta de que la inactivacion es
dependiente de Ca?*, se utilizé Ba** como acarreador de carga sustituyendo al
Ca®* en la solucién extracelular. Esta demostrado que el Ba®* fluye a través de
los CCDV, pero no promueve la inactivaciéon que produce el Ca®*". Los
resultados se muestran en la figura 17 B, como se puede ver en los trazos
representativos, el uso de Ba** en lugar de Ca”" incrementa la amplitud de la
corriente y como se esperaba, la inactivacion del componente transitorio se

pierde por completo, por lo que resulta inviable realizar el ajuste de la
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inactivacion, pues se vuelve casi una linea recta. Estos resultados refuerzan lo
observado cuando se utilizo BAPTA en lugar de EGTA en la solucidén
intracelular. Por lo tanto, la inactivacion del componente transitorio es un
evento dependiente de ca® y posiblemente se debe a la activacion de

Cav1 -342A-

Figura 17. Inactivaciéon dependiente de ca”. A) Registros representativos de la inactivacion
de la ICa al sustituir EGTA (negro) por BAPTA (rojo) en la solucion intracelular. B) Registros
representativos de la ICa al sustituir ca® (negro) por Ba* (azul) como acarreador de carga
(n=4 cél). C) Valores de t obtenidos de la inactivacion de la ICa en funcion del voltaje al utilizar
EGTA (n=5 cél) o BAPTA (n=8 cel; 5 WKY, 3 SHR) como agente quelante en la solucion

intracelular.

4. IDENTIFICACION DE LA PRESENCIA DE CAy1.3424 POR PCR EN TIEMPO REAL.

Los resultados demuestran que la ICa transitoria presente en células

cromafines de ratas WKY/SHR se debe a la activacién de ICa tipo L y que la
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inactivacion rapida es dependiente de Ca®', sugiriendo la presencia de
Cayl.as2a en las células cromafines de ratas WKY/SHR. Como ya lo
mencionamos, a partir del splicing alternativo se obtienen dos variantes de
Cay1.3 que se diferencian en presentar el exdn 42 del carboxilo terminal de la
subunidad o completo (Cay1.342) o corto (Cay1.3424) Y que importantemente la
variante Cay1.342a muestra la cinética de la corriente similar a la observada en
células cromafines de ratas WKY/SHR.

Para sustentar la posible presencia de la subunidad Cay1.3424 se realizd
PCR en tiempo real (ver materiales y métodos) que permitié determinar y
cuantificar el RNAm correspondiente a las isoformas Cay1.342 y Cay1.3424 €n la
meédula suprarrenal de ratas WKY/SHR. Estos experimentos se realizaron en el
laboratorio del Dr. Ricardo Félix Grijalva del CINVESTAV-IPN, con la
colaboracion del Dr. Ricardo Gonzalez Ramirez y se utilizaron ratas Wistar con
fines comparativos.

Los resultados se muestran en la figura 18. La expresion relativa de las
variantes de Cay1.3 muestra que Cay1.342a S€ expresa aproximadamente en la
misma proporcion en Wistar, WKY y SHR. Sin embargo, se carece de la
variante Cay1.342 en WKY y SHR, mientras que en Wistar se expres6 15.6
veces mas que Cay1.342x (figura 18 A). En base a que el uso del exén 42 y 42A
es mutuamente excluyente, se calculd la abundancia relativa tomando como
100 % la suma de Cay1.342 mas Cay1.342a. Como se muestra en la figura 19 B,
Cay1.342 predomina en ratas Wistar ~94%, mientras que a Cay1.342a
corresponde el 6% restante. En contraste, en WKY y SHR Cay1.3424 representa
mas del 99% y Cay1.342 ~ 0.1%. Por lo que en células cromafines de ratas
WKY/SHR solo parece expresarse la variante Cay1.3424 de la subunidad a1D
(Cay1.3).
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Figura 18. PCR en tiempo real de las variantes de Cay1.3. A) Expresion relativa del RNAm
de las dos variantes del canal Cay1.3 en células cromafines de ratas Wistar, WKY y SHR,
tomando como referencia la expresion de Cay1.34,4 en Wistar. B) Proporcion de expresion de
las variantes de Cay1.3 en células cromafines de ratas Wistar, WKY y SHR, tomando la suma

de Cay1.34, + Cay1.3404 como el 100 %.

5. DETERMINACION DE LOS SUBTIPOS DE CCDV PRESENTES EN CELULAS
CROMAFINES DE WKY Y SHR.

Para determinar los componentes de los demas subtipos de CCDV se
implementd la configuracion de parche perforado, los resultados obtenidos de
ratas SHR y WKY fueron similares, por lo que se agruparon y se muestran en
una sola figura. Debido a que en los experimentos previos no encontramos
componente de ICa tipo T en células cromafines de ratas WKY/SHR, en este
experimento decidimos no aplicar farmacos dirigidos contra ICa tipo T.

Como se muestra en la figura 19, una vez que se alcanzé la amplitud
maxima de la ICa se aplico gradualmente en la perfusion diferentes
bloqueadores: nifedipina 5 pM (bloquea tipo L), ®m-conotoxina 1uM (bloquea tipo
N), ®-agatoxina 2 uM (bloquea tipo P-Q) y Cd** 200 uM (bloquea tipo R). En
base al porcentaje de bloqueo corresponde a 40.6 + 5 % tipo L, 23.9 + 7 % tipo
N, 24.0 + 3 % tipo P-Q y 11.3 + 3 % tipo R. Estos resultados sugieren que la
ICa en células cromafines se compone de CCDV de alto umbral de activacién y
que la contribucién de cada subtipo de canales de Ca?* es similar a la
reportada en células cromafines de otras cepas de rata o de ratéon (Garcia y
cols, 2006).
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Figura 19. Subtipos de CCDV en células cromafines de rata WKY/SHR. A) Curso temporal
representativo de la ICa bloqueada por los diferentes farmacos adicionados durante el tiempo
indicado por las barras superiores en WKY/SHR. B) Registros representativos de ICa obtenidos
mediante la modalidad de parche-perforado a los tiempos indicados en A; (a,control; b-e
después de alcanzar el efecto maximo de los farmacos). C) Contribucion de los diferentes
subtipos de CCDV a la ICa total en células cromafines de WKY/SHR (n=4 cél).
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VIIl. DISCUSION.

En diferentes reportes se ha sugerido que el incremento de
catecolaminas circulantes puede ser un factor que precede el inicio de la
hipertension esencial en humanos y en el modelo animal de ratas SHR. El
influjp de Ca*" al interior celular a través de los CCDV es crucial para la
liberacion de catecolaminas de las células cromafines (Douglas, 1968) y como
se desconocen las causas de la hipersecrecion de catecolaminas de células
cromafines de ratas SHR, es importante discernir cual es la participacion de los
diferentes subtipos de CCDV en la ICa de éstas células. Este es el primer
trabajo donde se realiza un estudio electrofisiologico de la ICa en las células
cromafines de ratas hipertensas SHR y normotensas WKY en rebanadas de
tejido adrenal donde se preserva la integridad del tejido y las interacciones
entre las células asemejando una condicion fisioldgicamente 6ptima comparada
al cultivo celular (Kajiwara y cols, 1997; Barbara y cols, 1998; de Diego y cols,
2008; Hernandez y cols, 2011).

Con base en nuestros resultados podemos decir que la densidad de ICa
de las células cromafines de rata SHR y WKY es muy similar. En ambas
encontramos un componente transitorio que se activa e inactiva rapidamente,
que predomina durante los voltajes negativos y un componente sostenido que
se inactiva lentamente, a voltajes positivos predomina el componente
sostenido. Ambos componentes mostraron similitud en la cinética de activacion
e inactivacion dependiente de voltaje en ambas cepas. Adicionalmente,
demostramos que en registros de ICa de células cromafines de ratas Wistar o
de ratdén bajo las mismas condiciones experimentales en rebanada de tejido
adrenal (este trabajo; Hernandez y cols, 2011) no se observé el componente
transitorio de la ICa.

El tipo de corriente transitoria inactivante observado en las células
cromafines de ratas SHR/WKY asemeja algunas caracteristicas de la ICa tipo T
(Carbone y Lux, 1984) y que ha sido reportada en células cromafines
mantenidas en cultivo bajo condiciones de hipoxia cronica (Carabelli y cols,
2007; Levitsky y Lopez-Barneo, 2009), en incubacion con AMPc (Novara y cols,
2004; Giancippoli y cols, 2006) o con sobre-estimulacion 3 adrenérgica (Novara

y cols, 2004); principalmente se parecen en los valores de inactivacion
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dependiente de voltaje y en la cinética transitoria. En el caso de la sobre-
estimulacion B adrenérgica, se ha descrito que las ratas SHR presentan niveles
elevados de catecolaminas circulantes, esta situacién posiblemente podria
sobre-estimular a los receptores [ adrenérgicos (Cesetti y cols, 2003)
promoviendo la re-expresion de CCDV tipo T en estas ratas.

Lo anterior nos llevd a especular que el componente transitorio
observado podria corresponder a la activacion de CCDV tipo T, que seria
relevante fisioldgicamente debido a que en ratas adultas no hay evidencias que
este tipo de corriente se exprese de forma natural y cuando los canales son re-
expresados, el Ca®* que pasa a través de ellos, contribuye significativamente a
la secrecion de catecolaminas, ademas la excitabilidad de la célula aumentaria
(Marcantoni y cols, 2008) y esto posiblemente ayudaria a explicar la
hipersecreciéon de catecolaminas de células cromafines reportada en ratas
SHR; sin embargo, la aplicacién de Ni?* como bloqueador de los CCDV tipo T
(Lee y cols, 1999; Novara y cols, 2004; Carbone y cols, 2006; Carabelli y cols,
2007) no permitié tener una conclusién acerca de su posible participacion en el
componente transitorio, pues desafortunada e inesperadamente, se afectd de
manera inespecifica la ICa en todos los voltajes evaluados, situacién que no se
observé en los trabajos de Novara y Carabelli cuando la aplicacion de Ni**
bloqued especificamente la ICa tipo T en las células cromafines sin afectar los
otros subtipos de corriente, quiza la diferencia sea el tipo de preparaciéon
utilizada, ellos usaron células cromafines disociadas y mantenidas en cultivo
(Novara y cols, 2004; Carabelli y cols, 2007). Desafortunadamente en nuestra
preparacion de tejido adrenal no se obtuvo un efecto especifico, probablemente
el Ni** se acumuld sobre el tejido y afectd a otros subtipos de CCDV e incluso
pudo afectarse la viabilidad de las células. Sin embargo, de manera importante
el Ni*? afecto por igual la ICa en la cepa WKY y en SHR.

Alternativamente para tener la certeza de conocer la posible presencia
de CCDV tipo T en las células cromafines de ratas WKY/SHR, decidimos hacer
uso de otra estrategia farmacoldgica; se ha reportado que el mibefradil es un
farmaco que se ha utilizado como bloqueador especifico de los CCDV tipo T
(Martin y cols, 2000; Huang y cols, 2004); sin embargo, una vez que se
incorpora a la célula es hidrolizado y se produce un metabolito activo que
afecta el gating de otros subtipos de CCDV (Huang y cols, 2004), situacion que
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podria suceder en las células cromafines pues presentan diferentes subtipos de
CCDV (Gandia y cols, 1995; Garcia y cols, 2006). Pero en el afio 2004 se
obtuvo un analogo derivado de mibefradil que no produce dicho metabolito, el
compuesto se denomind NNC 55-0396 y ha sido utilizado en diferentes
preparaciones que expresan diferentes subtipos de CCDV, demostrando su
especificidad al bloquear selectivamente la ICa tipo T (Alvifia y cols, 2009;
Chen y cols, 2011). En células HEK-293 que expresaron establemente las
subunidades Cay3.2 y Cay3.3 demostramos que la ICa tipo T se bloqued en su
totalidad a concentracién de 10 yM de NNC 55-0396; mientras que en las
células cromafines de ratas SHR/WKY tal concentracién no afecto la ICa, esto
nos sugirio la ausencia de CCDV tipo T en éstas células. Resultados similares
se han obtenido en células cromafines de rebanadas de tejido adrenal en ratén
cuando se utilizd NNC 55-0396 (Hernandez y cols, 2011).

Sin embargo, la divergencia en los resultados obtenidos al utilizar Ni** o
NNC 55-0396 no permitié llegar a una conclusion acerca de la presencia de
CCDV tipo T en nuestra preparacion. Para resolver esta polémica evaluamos la
desactivacion de la ICa (Carbone y Lux, 1984; Matteson y Armstrong, 1986;
Cribbs y cols, 1998; Kozlov y cols, 1999) y demostramos la ausencia de CCDV
tipo T, los cuales se caracterizan por desactivarse lentamente (2-8 ms) entre -
110 y -60 mV y nuestros resultados demostraron que la desactivacién del
componente transitorio fue rapida (0.2-0.3 ms) y equivalente a la observada
con el componente sostenido entre -105 y -60 mV. Los valores de
desactivacion obtenidos fueron similares a los reportados para la ICa de alto
umbral de activacién (Muller y cols, 1992), es decir, no correspondieron a ICa
tipo T y al mismo tiempo nos permitidé proponer que el componente transitorio y
el sostenido pertenecen a una misma poblacion de CCDV, de alto umbral de
activacion.

Por lo tanto podemos concluir que las células cromafines de ratas
SHR/WKY no presentan componente de ICa tipo T, de manera semejante a
células cromafines de otros roedores en etapas adultas (Garcia y cols, 2006,
Levitsky y Lopez-Barneo, 2009).

Aunque la densidad de ICa fue similar en SHR y WKY adicionalmente
evaluamos la contribucién de la ICa tipo L, pues como se ha reportado, que

aunque no existe diferencia entre la ICa total en células de musculo venoso, la
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proporcion de ICa tipo L es mayor en las ratas SHR (62%) comparado a las
WKY (42%) (Rusch y Hermsmeyer, 1998). Resultados similares se obtuvieron
en otro estudio realizado por Cox y Lozinskaya en 1995, ellos demostraron que
la densidad de ICa en células de musculo liso de arterias mesentéricas
incrementd 47% en SHR comparado a WKY. Sin embargo, nuestros resultados
demostraron que las células cromafines de ratas SHR y WKY mantienen una
proporcion similar de ICa tipo L debido a que la aplicacion de nifedipina
bloqued el mismo porcentaje de ICa en los diferentes voltajes evaluados en
ambas cepas.

La parte de la ICa que no se bloqued con nifedipina esta conformada por
los subtipos N, P-Q y R, pues la aplicacion de w-agatoxina y m-conotoxina
bloqued especificamente la ICa tipo N y P-Q respectivamente. La proporcion de
corriente tipo R se detecto al utilizar Cd?*, el cual se ha reportado que bloquea
la ICa y se utiliza principalmente para disecar el componente tipo R (Zhang y
cols, 1993; Albillos y cols, 2000; Garcia y cols, 2006). Aunque no se tiene un
bloqueador selectivo de la ICa tipo R, podemos ver en el trazo representativo
como el componente remanente de la ICa corresponde al componente que no
se eliminé al utilizar los otros bloqueadores selectivos para la ICa tipo L, N, o P-
Q. Es importante aclarar que en este experimento decidimos utilizar la
configuracion de parche perforado para poder determinar los diferentes
subtipos de CCDV presentes en las células cromafines de ratas SHR/WKY,
incluyendo la ICa tipo R, pues esta reportado que al no diluir el medio
intracelular con esta configuracion, permite que la funcionalidad de los CCDV
tipo R se preserve (Albillos y cols, 2000, Garcia y cols, 2006). Por otra parte,
debido a que ya habiamos demostrado la ausencia de CCDV tipo T, en este
experimento decidimos no adicionar bloqueadores de la ICa tipo T. En cuanto a
las caracteristicas de cinética de la ICa no observamos diferencia utilizando la
modalidad de parche perforado o la de célula completa.

Con esta estrategia determinamos la contribucién de los subtipos de ICa
en las células cromafines de ratas SHR/WKY: 40.6 + 5 % tipo L, 23.9 + 7 % tipo
N, 24.0 + 3 % tipo P-Q y 11.3 + 3 % tipo R. Estos porcentajes son semejantes a
los que se han reportado para otras cepas de rata y para ratén (Gandia y cols,
1995; Hernandez-Guijo y cols, 1998; Albillos y cols, 2000; Garcia y cols, 2006;
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Hernandez y cols, 2011). Esto nos permite concluir que no hay diferencias en el
patron de subtipos de CCDV presentes en nuestra preparacion.

La presencia del componente transitorio en estas células no se habia
reportado en otras cepas de ratas o roedores y como ya se mencion® no
correspondié a ICa tipo T. Los datos de la cinética de activacion de la ICa
transitoria correlacionan con ICa que se activa a potenciales similares a ICa
tipo L de bajo umbral de activaciéon Cay1.3 (Xu y Lipscombe 2001; Lipscombe y
cols, 2004) ademas cuando se evalué la desactivacion presenté valores
similares a los de canales de alto umbral de activacion (Mdller y cols, 1992).
Como se ha reportado, las células cromafines expresan CCDV tipo L Cay1.2 'y
Cay1.3 (Garcia-Palomero y cols, 2000; Baldelli y cols, 2004; Benavides y cols,
2004; Marcantoni y cols, 2010). Los canales Cay1.2 se activan a potenciales de
alrededor de -30 mV, y por la cinética de inactivacion lenta podemos predecir
que conforman principalmente parte del componente sostenido durante voltajes
negativos, pues aproximadamente 80 % de la ICa sostenida se inhibié cuando
se aplicé nifedipina. Por otra parte, las caracteristicas del componente
transitorio sugerian que se debia a la activacion de canales Cay1.3, debido a
que se activd la corriente aproximadamente 10 mV mas negativo que el
componente sostenido, ademas la aplicacion de nifedipina disminuyé de
manera significativa el componente transitorio aproximadamente 80 %. El
bloqueo por nifedipina fue dependiente de voltaje, pues a voltajes negativos
presento el mayor efecto como se observo en las curvas |-V 'y como lo reportd
Mahapatra y cols, en 2011.

En apoyo a los resultados obtenidos con nifedipina, la aplicacion de un
agonista especifico de CCDV tipo L, Bay-K 8644 (Nowycky y cols, 1985) que
aumenta su probabilidad de apertura, produjo un incrementd de la amplitud de
los componentes transitorio y sostenido; y de manera interesante se mantuvo la
misma cinética de inactivacion del componente transitorio. De manera
concordante con el efecto de nifedipina, la amplitud de la ICa al utilizar Bay-K
8644 se amplifico en el mismo rango de voltajes. Estos resultados fueron una
prueba robusta de que el componente transitorio se debe a la activacién de
CCDV tipo L.

En 2008 Singh y colaboradores demostraron que existen dos variantes
obtenidas por splicing alternativo del canal Cay1.3, una con el carboxilo
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terminal del exdén 42 completo denominada Cay1.342 y otra con el carboxilo
terminal del exdn 42 corto denominada Cay1.342a. Interesantemente con estas
dos variantes, lograron demostrar la importancia del carboxilo terminal en la
modulacion de la dependencia del ca? para la inactivacion del canal; la ICa
tipo L se caracteriza por inactivarse de manera dependiente de Cca? ya sea de
manera rapida o lenta (Xu y Lipscombe, 2001). Los resultados de Singh
demostraron que la variante Cay1.340a que presenta mayor velocidad de
inactivacion dependiente del ca® y permite que la ICa se active 5 mV antes
que la variante Cay1.342. Con base en esto investigamos la inactivaciéon
dependiente de Ca®" en nuestro modelo, nuestros resultados muestran que los
tiempos del ajuste de la inactivacién disminuyeron cuando se utiliz6 BAPTA, lo
que apunta a que el Ca®* que entra es rapidamente atrapado por el BAPTA y
permite que la inactivacion dependiente de Ca** se comporte mas lenta. En
cambio, con EGTA que atrapa mas lentamente el Ca®*, promueve que el Ca*
que entré6 permanezca mayor tiempo libre aumentando la velocidad de
inactivacion del canal (Tsien, 1980).

Con base en estos resultados determinamos que la inactivacion de la
ICa en células cromafines de ratas WKY/SHR es dependiente de Ca?®,
proponiendo que se debe a la activacion de Cay1.3424. Esto se corroboré al
utilizar Ba?* en lugar de Ca®" en la solucién extracelular, esta es una estrategia
que permiti6 demostrar que la inactivacion es dependiente de Ca®, pues
aunque los CCDV permiten el paso de iones Ba?*, éste no induce que se active
el complejo Ca?*-calmodulina que es el que genera la inactivaciéon observada
con Ca?". Como se demostrd, al hacer dicha maniobra la inactivacion se
elimind convirtiéndose en una corriente sostenida, de tal manera que resultd
imposible realizar un ajuste exponencial y quedé demostrado que la
inactivacion es dependiente de Ca®*. Adicionalmente incrementd la amplitud de
la corriente y como dato sobresaliente es que al abatir la inactivacion los trazos
de corriente asemejan la ICa observada en las células cromafines de ratas
Wistar. Por otro lado, esta maniobra apoyo los resultados previos sobre la
ausencia de CCDV tipo T, pues esta claro que los CCDV tipo T también dejan
pasar Ba®" a través de su poro, sin embargo en este subtipo de CCDV la
inactivacion no es dependiente de Ca®* es dependiente de voltaje (Carbone y
Lux 1984; Matteson y Armstrong, 1986).
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Estos resultados sobre el andlisis de la inactivaciéon dependiente de Ca®*
apoyaron la conjetura de la presencia de la subunidad Cay1.3424 €n las células
cromafines de ratas SHR/WKY.

El analisis electrofisiolégico nos permiti6 determinar que no existen
diferencias en la ICa de células cromafines de ratas SHR y WKY que puedan
explicar la diferencia en la secrecion de catecolaminas reportada. No se
presentd componente de ICa tipo T; pues el componente transitorio se debe a
la activaciéon de ICa tipo L, la cual representa aproximadamente el 45 % del
total de la ICa. De manera similar a como se ha reportado en células
cromafines de otros roedores, coexiste una proporciéon similar a la reportada de
CCDV tipo N, P-Q y R. Asimismo, nuestros resultados sugieren que predomina
la ICa tipo L acarreada por el canal Cay1.3424 debido a su cinética de activacion
y a su pronunciada inactivacion dependiente de Ca®".

En general se considera que solo en las células cromafines y en células
ciliadas internas de la coclea se da la proporcion de ICa acarreada por Cay1.2
de 20 % y por Cay1.3 el 80 %, pues en neuronas del sistema nervioso central y
en otras células neuroendocrinas se ha reportado que la proporcidn es a la
inversa 80 % Cay1.2 y 20 % Cay1.3 (Calin-Jageman y Lee, 2008); por esta
razon, si predominantemente se presenta Cay1.3 como ICa tipo L, el expresar
la variante de inactivacion rapida en WKY/SHR, contrario a lo observado en
Wistar, deberia tener implicaciones en la cantidad de Ca®* que entra a la célula.

En vista de la posible existencia de Cay1.342a en las células cromafines
de ratas SHR/WKY, exploramos mediante PCR en tiempo real, la cuantificacién
del RNAm que codifica para las dos variantes de dicha subunidad. Como se
pudo observar, la cuantificacion de RNAm correspondiente a la version de
carboxilo terminal corto Cay1.340a €s semejante entre las ratas Wistar,
SHR/WKY; sin embargo de manera interesante, la subunidad con el carboxilo
terminal completo Cay1.342 se encuentra presente solo en las ratas Wistar y
15.6 veces mas abundante que la subunidad Cay1.342a. Estos resultados
demuestran que en las células cromafines de las ratas SHR/WKY el
componente transitorio de la ICa se debe al reclutamiento de canales
Cay1.352n, Y que la subunidad Cay1.3;2 no se expresa, contrasta
importantemente con lo demostrado en células cromafines de ratas Wistar.

Ademas la deficiencia en la expresion de la subunidad no inactivante Cay1.342
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promueve que se distinga claramente la ICa acarreada a través de Cay1.3424 ¥
por lo tanto predomine el componente inactivante transitorio en la ICa de
células cromafines de ratas SHR/WKY. Mientras que en células cromafines de
ratas Wistar la presencia de la subunidad no inactivante predomina sobre la
subunidad inactivante, por lo cual una vez que la ICa se activa alcanza su
amplitud maxima y se mantiene de manera sostenida o se inactiva muy
lentamente durante el pulso de prueba.

A pesar de no encontrar diferencias en la ICa de células cromafines de
ratas SHR y WKY, es importante entender las consecuencias fisiolégicas de
expresar la subunidad Cay1.3424 en éstas ratas y dilucidar si este patréon de
expresion solo sucede en la médula suprarrenal o si sucede en otros tejidos de
estas ratas. Seria importante demostrar si este patron de expresion podria
ayudar a explicar las diferencias conductuales de hiperactividad, ansiedad o la
susceptibilidad a desarrollar alteraciones fisiologicas que conlleven a
enfermedades como la hipertensién esencial.

Se ha reportado que los CCDV Cay1.3 contribuyen importantemente a la
corriente marcapaso que promueve el inicio de potenciales de accion en
células cromafines de raton (Marcantoni y cols, 2010, Vandael y cols, 2010) en
el nodo sinusal (Mangoni y cols, 2003) y en diferentes tipos neuronales (Putzier
y cols, 2009).

En células cromafines los Cay1.3 se encuentran finamente acoplados a
los canales BK, mas que los Cay1.2 (Marcantoni y cols, 2010; Vandael y cols,
2010) ademas controlan a los SK debido a que se activan cerca del potencial
de membrana (Vandael y cols, 2010). La interaccién entre estos tipos de
canales permite controlar corrientes sub-umbrales que pueden dirigir el disparo
de potenciales de accion. Sin embargo, de manera general la subunidad
predominante en dichas células es la variante Cay1.342, que se caracteriza por
presentar inactivacion dependiente de Ca?* lenta (Singh y cols, 2008), pues el
carboxilo terminal completo del exdn 42 es un sitio que no solo modula el
gating promoviendo que se active 5-10 mV mas positivo, sino que previene la
inactivacion rapida dependiente de Ca®* (Koschak y cols, 2001; Xu vy
Lipscombe, 2001). Dichas caracteristicas permiten que Cay1.3 funcione como
un canal marcapaso y debido a su inactivacion lenta, en células cromafines

promueve sefiales intracelulares de Ca** mas duraderas repercutiendo en la
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liberacién de catecolaminas (Marcantoni y cols, 2010). Situacion que puede
estar modificada en células cromafines de ratas WKY/SHR.

Discordantemente como se observd en nuestros resultados, las ratas
SHR/WKY presentan la subunidad Cay1.3 con carboxilo terminal corto del exén
42, con inactivacion dependiente de ca® rapida, lo cual puede contribuir a la
entrada de Ca®" a voltajes mas negativos comparado al canal Cay1.34, 0
incluso al Cay1.2 y aunque puede considerarse que también participan como
marcapaso debido a que su umbral de activacion se mantiene cerca del
potencial de membrana, probablemente debido a su rapida inactivacion podria
limitar la entrada de Ca®* durante los potenciales de accidén generando sefiales
intracelulares de Ca®* menos duraderas respecto a las generadas por Cay1.342,
ausentes en las células cromafines de ratas SHR/WKY; ademas, no parece
haber una compensacion de la inactivacion de la ICa por otro subtipo de canal.

Se considera que los CCDV tipo L son muy importantes para el
funcionamiento de las células cromafines y el control de la secrecion durante su
estimulacion, asimismo, de los diferentes subtipos de CCDV en las células
cromafines, los tipo L se consideran de los mas importantes debido a su gran
porcentaje de expresion (~50%) ya sea en las células cromafines de rata, ratéon
e incluso en humanos (Gandia y cols, 1995; Garcia y cols, 2006; Mahapatra y
cols, 2010). Se ha determinado que los Cay1.2 contribuyen principalmente a la
entrada de Ca®* durante la fase de subida del potencial de accién y se
considera que mantiene la sefializacion intracelular de Ca?* durante
despolarizaciones repetitivas (Garcia y cols, 2006; Mahapatra y cols, 2011) y
no contribuyen a la corriente marcapaso; mientras que los Cay1.3 se
consideran mas importantes para la generacion de corriente marcapaso
(Marcantoni y cols, 2010).

La participacién e importancia de los Cay1.3 en la excitabilidad de
células cromafines se ha determinado mediante el uso de ratones knockout
(deficientes del canal Cay1.3) logrando determinar que su ausencia reduce la
ICa que dirige el disparo de potenciales de accidén, es decir disminuye la
corriente marcapaso; adicionalmente reduce mas del 50 % el porcentaje de
células que muestran potenciales de accién espontaneos (Marcantoni y cols,
2010; Vandael y cols, 2010; Mahapatra y cols, 2011). Aunque
controversialmente, en otro estudio con ratones knockout de Cay1.3 llevado a
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cabo por el grupo de Pérez-Alvarez en 2010, se sugiere que Cay1.2 es quien
dirige la actividad marcapaso en células cromafines de raton, debido a que
muestran mayor inactivacion dependiente de Ca?* que Cay1.3.

Comparando esta situacion con lo que ocurre en miocitos cardiacos del
nodo sinusal, donde la subunidad Cay1.3 de inactivacién rapida dependiente de
Ca?* controla las corrientes marcapaso (Zhang y cols, 1993; Mangoni y cols,
2003), podriamos inferir que en las células cromafines de ratas SHR/WKY la
variante Cay1.342a que muestra inactivacion rapida dependiente de Ca’* seala
responsable de las corrientes que promueve el disparo de potenciales de
accion espontaneos en estas cepas, probablemente en las células de ratas
Wistar donde prevalece la subunidad Cay1.3 de inactivacion dependiente de
Ca?* lenta haya menor corriente marcapaso que promueva una menor
generacion de potenciales de accion. Sin embargo, estas especulaciones solo
podrian resolverse mediante el analisis de potenciales de accion espontaneos
por fijacion de corriente de la técnica de patch-clamp, ocupando éste modelo
de ratas, que solo muestran el componente inactivante rapido, comparandolo
con ratas Wistar.

Por otra parte, la ausencia de la subunidad Cay1.3 en los ratones
transgénicos no muestra diferencia en la secrecion estimulada de
catecolaminas comparada con el raton silvestre, lo que sugiere que dicha
subunidad no es necesaria para la movilizacion de los granulos de secrecion
hacia la membrana (Marcantoni y cols, 2010). En contraparte, Pérez-Alvarez
sugiere que la subunidad Cay1.3 de inactivacion lenta dependiente de Ca® es
la subunidad que regula la mayor entrada de Ca*" durante el potencial de
accion y por lo tanto controla la secrecidon de catecolaminas a voltajes
negativos.

El modelo de ratas SHR/WKY debido a sus caracteristicas de presentar
la subunidad Cay1.3 de inactivacién rapida dependiente de Ca** y que carece
de la subunidad Cay1.3 de inactivacion lenta podria ayudar a resolver estas
controversias acerca de la participacion del canal en la secrecion de
catecolaminas, y tomando en cuenta que la inactivacion rapida de la corriente
de Ca* se puede prevenir al utilizar Ba®" en la solucion extracelular, se podria
esperar que bajo esta situacidon se emule lo que sucede en las células

cromafines de las ratas Wistar donde predomina la expresién de Cay1.3 de
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inactivacion lenta. Esta propuesta podria resolverse mediante la aplicacion de
la técnica de amperometria con microelectrodos de fibra de carbono, la cual
permite evaluar la secrecion de catecolaminas en tiempo real (Wightman y cols,
1991) utilizando la preparacion de rebanadas de tejido adrenal para que los
resultados obtenidos puedan tener mayor implicacion fisiologica.

Consideramos que el modelo de ratas SHR/WKY podria, de alguna
manera, considerarse como el modelo del ratén knockout del canal Cay1.3
debido a las siguientes razones: en el raton silvestre y en la rata Wistar
Cay1.342 representa la forma mas abundante, mientras que en SHR/WKY
Cay1.342 es deficiente; la proporcion de la variante Cay1.340a se inactiva
rapidamente y funcionalmente no se puede sustituir por la variante Cay1.34,
debido a su ausencia; y por ultimo, la expresiéon nula de la subunidad de
inactivacion lenta Cay1.352 aparentemente no es compensada por otra
subunidad que mantenga la ICa de manera sostenida, pues en todos los casos
registrados siempre se presentd inactivacion de la ICa rapida.

Aparentemente la deficiencia del Cay1.3 no parece ser letal, al menos
esto se ha reportado en ratones knockout heterocigotos, mientras que en
ratones knockout homocigotos se han reportado alteraciones como bradicardia
y discapacidad auditiva. Si podemos extrapolar o que sucede en el raton hacia
el humano, el modelo predice que en pacientes heterocigotos no habria
sintomas clinicos aparentes, pero en pacientes homocigotos podria expresarse
como discapacidad auditiva y disfuncion cardiaca (Striessnig y cols, 2010).
Podria resultar interesante realizar estudios de capacidad auditiva en las ratas
WKY/SHR y en contraparte, valoraciones de la presion arterial en los ratones
knockout carentes de Cay1.3 con la finalidad de demostrar los posibles efectos
de la deficiencia de este canal de manera homocigota o heterocigota en la
presion arterial.

La consecuencia fisiolégica de la solitaria expresion de Cay1.3424 €n
células cromafines de ratas SHR/WKY aun queda por esclarecerse. Lo que es
evidente, es que la ICa en ambas cepas es similar, por lo que se puede
considerar que el Ca* que entra por los CCDV no parece estar afectado en las
células cromafines de ratas SHR en las fases tempranas de la hipertension.

Es probable que otros mecanismos puedan explicar la hipersecrecion de
catecolaminas reportada en células cromafines de ratas SHR, como puede ser
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hiperestimulacién de los receptores de ACh, mayor expresion de receptores de
ACh, mayor contenido de catecolaminas en los granulos de secrecion,
alteraciones en otros tipos de canales ionicos, modificaciones en el manejo del
Ca®" intracelular por parte de los reservorios intracelulares, e incluso anomalias
a nivel de la maquinaria exocitética que promueve la fusion de los granulos con

la membrana celular, por mencionar algunos.
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IX. CONCLUSIONES.

Con base en nuestros resultados obtenidos en células cromafines de
rebanadas de glandula suprarrenal de ratas hipertensas SHR y normotensas

WKY concluimos lo siguiente:

Se demostro la presencia de un componente transitorio que se activo e inactivo
rapidamente y un componente sostenido de la ICa, ambos presentaron similitud
en la densidad de corriente y en la cinética de activacidon e inactivacion

dependiente de voltaje entre ambas cepas.

La ICa tipo T no participa en la ICa total de células cromafines de ratas WKY y
SHR.

La proporcion de los subtipos de CCDV fue similar entre ratas WKY y SHR; y
semejante a la de otros roedores 40.6 + 5 % tipo L, 23.9 + 7 % tipo N, 24.0 + 3
% tipo P-Qy 11.3 + 3 % tipo R.

Las células cromafines de ratas WKY y SHR carecen de la variante Cay1.342 ¥y

solo expresan la variante Cay1.3424 de la subunidad a1D.

El componente transitorio se debe al reclutamiento de canales Cay1.3424 que

se manifiesta al no estar presente la variante Cay1.34..

El componente transitorio no se observé en células cromafines de ratas Wistar,

pues predomina la expresion de la variante Cay1.342.
No existe diferencia significativa en la densidad de ICa entre células cromafines

de ratas WKY y SHR que pueda explicar la hipersecrecion de catecolaminas en

etapas tempranas de la hipertension.
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