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RESUMEN

INTRODUCCION: Las células cromafines de la glandula adrenal liberan
espontaneamente y por estimulacion colinérgica catecolaminas conjuntamente con acido
gamma-aminobutirico (GABA) al torrente sanguineo. Estas células expresan receptores
GABA,. Los estudios de la activacion del receptor GABA,, por aplicacion exdégena de sus
agonistas especificos, en células cromafines en cultivo bajo estimulacion colinérgica, han
sido inconsistentes, sin embargo, los registros en condiciones basales coinciden en que
la activacién de receptores GABA, induce un incremento del calcio intracelular (Ca2+i), sin
embargo, la funcion del GABA enddgeno en las células cromafines aun no esta claro. Las
rebanadas de glandula adrenal son una excelente preparacion para evaluar el efecto de
moléculas enddégenas como GABA en el tejido ya que preserva mejor las condiciones del
microambiente celular.

OBJETIVO: Evaluar los efectos de los agonistas del receptor GABA, Y la actividad del
GABA enddgeno en las oscilaciones de calcio intracelular espontaneas e inducidas por
estimulos colinérgicos en las células cromafines.

METODOS: Para evaluar los cambios de Ca?'; se utilizaron rebanadas de glandula
adrenal, las cuales fueron obtenidas de ratas macho Wistar de 8 semanas de edad y
después fueron incubadas durante 35 minutos con el indicador de Ca* fluo-4 AM, para
después colocarlas con perfusion constante de solucion salina normal saturada con 95%
0, y 5% CO, en la camara de registro de un microscopio vertical de epiflurescencia. Las
secuencias de imagenes de las rebanadas fueron adquiridas con un objetivo 20X de
inmersién en agua excitando al fluoréforo a 3 HZ durante 3 min (480 nm excitacion / 540
nm de emisién; 15 ms de exposicion), antes, durante y después de la aplicacién de
muscimol (20 pum), un agonista especifico del receptor GABA,, bicuculina (50 uM), un
antagonista del receptor GABA,, nicotina (10 pM) agonista receptores nicotinicos y
mecamilamina (20 uM) antagonista de receptores nicotinicos. Los registros del potencial
de membrana fueron obtenidos de varias células cromafines con la técnica de patch-
clamp en configuracion de current-clamp en la modalidad de parche perforado.

RESULTADOS: Se obtuvieron las sefiales de Ca?'; de células cromafines, con resolucion
de célula unica y fueron analizadas. La aplicacion de muscimol (20 pm), promovié el
incremento del Ca®";en el 42 + 6% y el decremento en 8 + 1% de las células cromafines,
el 49 + 5% restante no mostré una respuesta. El incremento de Ca?'; inducido por
muscimol depende de la presencia de Ca*" extracelular. 3 de 10 células cromafines
registradas con la técnica de patch-clamp, mostraron una despolarizacion de
aproximadamente 5 mV después de la aplicacion de muscimol; la aplicacion de
Bicuculina, bloqueé el incremento del Ca®'; inducido por muscimol. Para evaluar los
efectos de la activacion del receptor GABAA por el GABA enddgeno, se examinaron las
fluctuaciones espontaneas de Ca”; durante la aplicacion de bicuculina. Bicuculina
promovié el incremento en frecuencia y amplitud de las oscilaciones de Ca?*; en 54 + 5%
de las células cromafines, de las cuales 38 + 2% habian incrementado el Ca®'; en
respuesta a muscimol y 16 + 3% de las células que no mostraron respuesta a muscimol.
El 46% de las células restantes no mostraron efecto. La aplicacion de Mecamilamina, un
antagonista selectivo de receptores nicotinicos, bloque6 el incremento en la frecuencia y
amplitud de los transitorios de Ca?'; inducidos por la aplicaciéon de bicuculina en las
células cromafines.

Conclusiones: La activacion de receptores GABA, por muscimol, induce el incremento
en el Ca®; en casi el 50% de las células. La actividad esponténea o la falta de ella en las
células no depende del incremento en el Ca®*; en respuesta a la activacion de receptores
GABA,. Muscimol induce la despolarizacién del potencial de membrana en 3 de 10
células registradas. El incremento en el Ca®; en respuesta a la activacion de receptores
GABA, depende del Ca®* extracelular. La inhibicion de los receptores GABA, mostraron
el efecto del GABA enddgeno en la actividad del Ca®";, la inhibicion ténica de las sefiales
de Ca?' inducidas por estimulos colinérgicos, y por lo tanto la inhibicién ténica de la
secrecion de catecolaminas.



ABSTRACT

BACKGROUND: Adrenal chromaffin cells release catecholamines, ATP, opioids and
gamma-aminobutiric acid (GABA) spontaneous and upon cholinergic stimulation;
interestingly, they express GABA, receptors. In cultured chromaffin cells the application of
GABA, receptors agonists increases the intracellular calcium (Ca®"); however, the
functional role of endogenously released GABA in chromaffin cells in situ is unclear.
Adrenal slices are an excellent preparation to evaluate the exerted effects by co-secreted
products because they preserve the tissue structure of the adrenal gland.

OBJECTIVE: Characterize the effects of GABA, agonists and endogenously released
GABA acting on GABA, receptors on intracellular Ca®* oscillations in rat chromaffin cells
in acute adrenal slices.

METHODS: Adrenal slices were obtained from male Wistar rats (8 weeks-old), incubated
for 35 min with the Ca?* indicator fluo-4 AM to evaluate the changes of Ca?", and placed
in a perfusion chamber on the stage of vertical fluorescence microscope with saline
physiological solution gassed with 95% O,/ 5% CO,. Image sequences of the slices were
acquired with a 20X water immersion objective, Fluo-4 was excited at 3 Hz (3 min;
excitation 480 nm/ emission 540 nm; 15 ms exposure) before, during and after the
application of muscimol 20 uM a GABA-receptor agonist, bicuculline 50 uM a GABAa
receptor antagonist, nicotine 10 UM a nicotine receptor agonist and mecamylamine 20 uM
a nicotine receptor antagonist. Membrane potential recordings were obtained from several
chromaffin cells with the perforated patch-clamp technique on current-clamp mode.

RESULTS: Ca?; levels from dozens of individual chromaffin cells were analyzed.
Muscimol (20 uM), a GABA, receptor agonist produced a Ca?'; increase in 42 + 6% and a
decrease in 8 + 1% of chromaffin cells tested. The remaining 49 + 5% showed no
response. 7 out of 10 chromaffin cells tested showed no change in MP after muscimol and
3 cells were depolarized by about 5 mV. Bicuculline (50 pM), a selective GABAx
antagonist blocked muscimol responses. Ca?*; increases were dependent on the presence
of external Ca**. To evaluate the effect of GABA, receptor activation by endogenous
GABA, spontaneous Ca*; fluctuations were examined during bicuculline application.
Bicuculline increased frequency and amplitude of Ca?'; fluctuations in 38 + 2% of
chromaffin cells showing Ca®*; increased muscimol responses, also triggered spontaneous
Ca?", oscillations in 16 + 3% of muscimol not responsive cells. The remaining 46% of cells
showed no effect. Mecamylamine application, a selective nicotine receptor antagonist,
blocked bicuculline increased frequency and amplitude of [Ca®']i fluctuations of chromaffin
cells.

CONCLUSIONS: These results show that ionotropic GABA, receptor activation induce
Ca?'; increases due to Ca?" influx in about 50% of adrenal of chromaffin cells. MP
depolarization was confirmed in 3 of 10 cells tested. Also, endogenously released GABA
present in the adrenal medulla activates GABA, receptors and influences the generation
of spontaneous Ca®; fluctuations in of chromaffin cells, which presumably underlie basal
catecholamine secretion.



1 Introduccion

Las alteraciones somaticas que inician cuando nos encontramos ante situaciones de
peligro, como el aumento la frecuencia cardiaca, la respiracion rapida, la boca seca,
los musculos tensos, estan regulados a nivel del sistema nervioso central por el
hipotalamo. El cual, al actuar sobre el Sistema Nervioso Autbnomo coordina las
respuestas fisioldgicas en un organismo para mantener el medio interno estable,
tanto en condiciones de reposo como en respuesta al estrés, regulacién por

retroaccion (Cannon, 1929).

La idea de un medio interno estable ante condiciones externas cambiantes fue
propuesta por el fisidlogo francés Claude Bernard. Canon, propuso el concepto de
homeostasis como el conjunto de mecanismos fisiolégicos complejos que mantienen
el medio interno estable en su libro “the windsom of the body” de 1932, donde hizo

un bosquejo de nuestro conocimiento actual sobre el sistema nervioso autonomo:

“Si un estado fisiolégico permanece en equilibrio, se debe a que cualquier cambio

es afrontado de inmediato por el factor o los factores que se oponen al cambio”

El Sistema Nervioso Auténomo, también conocido como el sistema motor
involuntario, esta separado en tres divisiones: simpatica, parasimpatica y entérica.
Las divisiones simpatica y parasimpatica inervan el musculo cardiaco, el musculo
liso y tejidos glandulares, y regulan diversos reflejos viscerales. El fisidlogo W.B.
Cannon fue el primero en proponer que las divisiones simpaticas y parasimpaticas
tienen funciones diferentes. Cannon sostuvo que el sistema parasimpatico
contribuye a mantener el reposo y la digestion, manteniendo la frecuencia cardiaca,
la respiracion y el metabolismo en condiciones normales. Por otra parte, cuando el
cuerpo necesita responder a cambios repentinos en el medio interno o externo, sea
estrés emocional, el combate, la variacion intensa de la temperatura o una
hemorragia, domina el sistema simpatico y se activan las reacciones de emergencia
o las respuestas de lucha o huida que se caracterizan por aumentar la estimulacion
al corazon, los vasos periféricos, las glandulas sudoriparas, los musculos erectores

del pelo y ciertos musculos oculares.

Existe una estrecha relacion entre los sistemas simpatico y parasimpatico esto
quiere decir que no son independientes uno del otro, ambos estan tonicamente

activos y operan conjuntamente entre si; los efectos opuestos que ejercen sobre los



tejidos inervados, dan como resultado la estabilidad del medio interno ante las
condiciones externas cambiantes, es decir, regulan la homeostasis (Kandel et al.,
2000).

1.1 Organizacion del sistema nervioso autbnomo

Las neuronas finales de las vias autonémicas se extienden mas alla de la médula
espinal, estan formados por un circuito de neuronas: las primeras neuronas, cuyo
soma se encuentra en el encéfalo o en la médula espinal (astas laterales de la
sustancia gris) son conocidas como neuronas preganglionares, las cuales proyectan
su axon hasta un ganglio autébnomo donde hacen sinapsis con las segundas
neuronas de la via autbnoma, denominadas neuronas posganglionares, mismas que

proyectan hasta los 6rganos efectores (Kandel et al., 2000).

Una de las glandulas que recibe inervacion de la divisién simpatica del Sistema
Nervioso Auténomo es la glandula adrenal. En este caso las neuronas
preganglionares inervan directamente a las células de la médula adrenal
(consideradas como neuronas posganglionares modificadas). A la unidad formada
por estos dos componentes se le denomina “eje simpato-adrenal”. La actividad de
este eje en condiciones normales, determina el tono simpatico y durante un estrés
agudo incrementa su actividad hasta 30 veces, esto contribuye a mantener la
homeostasis corporal del organismo tanto en condiciones de reposo como durante la

exposicion a estimulos extremos (Landsberg y Young, 1980).
1.2 Glandulas adrenales (Anatomia, morfologiay fisiologia)

Las glandulas adrenales son dos d&rganos endocrinos, pequefias estructuras
situadas sobre la parte superior de cada rifidn, las cuales tiene una forma piramidal
(Fig. 1); y fueron descritas por primera vez en 1563 por Bartholomeo Eustachius
como la “Glandulae renis incumbentes”. Las glandulas se encuentran recubiertas por
tejido adiposo y una capsula de tejido conectivo que las mantiene adheridas al rifidn
y se caracterizan por presentar una gran vascularizacion (Coupland, 1965). En los
mamiferos, las glandulas se componen de dos partes diferenciadas anatomica y
funcionalmente, la corteza y la médula (Scoenwetter et. al., 1968); estas estructuras

tienen un origen embrionario diferente.

La corteza de la glandula adrenal tiene un origen embrionario mesodérmico,

mientras que la médula tiene un origen embrionario neuroectodérmico. La médula



proviene de la cresta neural y funciona como un tejido nervioso especializado en la
secrecion (Huber et al., 2009). Rudolph Albert y Kolliker en 1961 describieron la
formacion embrionaria de la glandula adrenal donde primero se forma la corteza y es
subsecuentemente invadida por las células de la médula (Le Douarin y Teillet, 1974;
Teillet y Le Douarin, 1974), a estas células se les denomina células cromafines
(Coupland, 1965).

FIGURA 1. llustracion de la ubicacion anatémica y morfologia de la glandula adrenal.

1.3 Células Cromafines

Las células cromafines (del griego chroma = color y del latin affinis = afin), se
denominaron asi por la alta afinidad que tienen sus granulos para tefiirse con sales
de cromo como el dicromato de potasio (Kohn, 1902), en el tejido las células se
disponen en grupos arreglados en cordones conectados que rodean estructuras
vasculares. Estas células sintetizan, almacenan y secretan catecolaminas

(principalmente adrenalina y en menor proporcidon noradrenalina) (Perlman, 1977).

En la médula adrenal se distinguen células cromafines adrenérgicas y
noradrenérgicas (Eranko, 1952), la diferencia entre ellas se encuentra en funcion del
tipo de catecolamina que secretan: las células adrenérgicas constituyen hasta el 80
0 90% del total de las células, el resto corresponde a células noradrenérgicas. La
diferencia bioquimica entre estos dos tipos celulares esta dada por la presencia de

una enzima adicional en las células adrenérgicas, denominada feniletanolamina



N-metil transferasa (PNMT) por sus siglas en inglés (Coupland, 1972), que

transforma la noradrenalina en adrenalina.

En 1973 Blaschko y Welch encontraron que las catecolaminas se localizan
predominantemente en una fraccién particular del homogenizado adrenomedular, los
granulos cromafines. Los granulos cromafines constituyen los organelos mas
representativos y abundantes en las células cromafines, es ahi donde se almacenan
los productos de secrecidn para después ser secretados. El proceso mediante el
cual se produce la secrecion de catecolaminas es la exocitdsis, el contenido
vesicular es liberado al espacio extracelular e inmediatamente alcanza el torrente
sanguineo a través del cual llega a su 6rgano blanco, por o que se considera que
los contenidos vesiculares de las células cromafines funcionan como hormonas
(Bernard, 1855; Schéafer, 1895).

1.4 Irrigacion de las glandulas adrenales en humanos

La circulacion en las glandulas adrenales es compleja y suministra un caudal
sanguineo especial; mediante un sistema portal convergente formado por pequefas
arterias que se dirigen de la corteza a la médula y constituyen una red de arteriolas
y capilares, las cuales se extiende radialmente hacia lagunas venosas ubicadas en
la médula. Las vénulas se reunen en una gran vena central que atraviesa la
glandula; en el lado derecho desemboca hacia la vena cava inferior y el izquierdo

sobre la vena renal (Perlman, 1977; Hamaji et al., 1985).

Este sistema de vascularizacion permite la llegada de sustancias secretadas
por la corteza a la médula adrenal, por ejemplo, los glucocorticoides provenientes de
la corteza en concentraciones elevadas, favorecen la sintesis de la enzima PNMT en
la células cromafines (Wurtman, 1966); por lo tanto la capacidad de sintesis de
adrenalina en células de la médula adrenal, se beneficia de los eventos que ocurren
en la corteza (Lockhart et al., 1988).

1.5 Inervacion nerviosa de las glandulas adrenales

En relacion con su tamafio, las glandulas adrenales presentan una gran inervacion
nerviosa (Verdugo, 2005). Los axones que inervan a las células cromafines emergen
de las neuronas preganglionares, cuyo soma se encuentra en la médula espinal y su
axoén (el nervio esplacnico) emerge de las astas laterales entre los segmentos

toracico 3 y lumbar 3, (Coupland, 1972) (Fig. 2). Las neuronas preganglionares que



inervan a las células cromafines liberan acetilcolina (ACh) como neurotransmisor
quimico, el cual estimula la liberacién de catecolaminas de las células cromafines a

la circulacién sanguinea (Douglas, 1968).
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FIGURA 2. Inervacién de la glandula suprarrenal (Modificado de: Norman, 1997)

1.6 Implicaciones fisiolégicas de la liberacién de catecolaminas al

torrente sanguineo

Durante situaciones de estrés fisico o emocional, las células cromafines incrementan
la liberan catecolaminas al torrente sanguineo, las cuales inician eventos que
culminan con una respuesta fisiolégica caracteristica, como las conductas de lucha o
huida. Las catecolaminas liberadas circulan por todo el cuerpo y tienen efecto en
todos aquellos tejidos que expresan receptores denominados adrenérgicos, de los
cuales Ahlquist en 1948 caracteriz6 y diferencio las respuestas de los dos tipos de
receptores adrenérgicos: receptores alfa (a) y beta (B). Algunos de los principales
efectos que induce la activacion de estos receptores son: efectos contractiles sobre

el musculo liso, en especial en el musculo vascular por la activacion del receptor



adrenérgico aq; control presinaptico de la liberacion de noradrenalina, ACh y ATP de
las terminales nerviosas simpaticas por activacion del receptor ap; y efectos
estimulantes en el corazon (B4). Estas familias de receptores son blancos
terapéuticos de diferentes farmacos de importancia médica como el tratamiento de
hipertension, el tratamiento de la eyaculacion precoz o los broncodilatadores para

pacientes con asma (Heinsimer y Lefkowitz, 1982; Pollet y Levey, 1980; Insel, 1984).

El sistema de control y eliminacion de las catecolaminas se lleva a cabo en los
diferentes compartimientos celulares en cuestion de minutos por mecanismos de
recaptura, o son degradadas por oxidasas de monoaminas (MAO por sus siglas en
inglés) o por la catecol-O-metiltransferasa (COMT) (Tipton, 1973). Este mecanismo
de degradacion ha sido interpretado como una proteccion del organismo frente a una
liberacion excesiva de catecolaminas que puede ser potencialmente letal (Verdugo,
2005).

1.7 Liberacién de las catecolaminas por exocitosis

El acople entre el estimulo y la secrecion de las células cromafines se adapta
continuamente para garantizar la adecuada secrecion de catecolaminas a demandas
que difieren considerablemente de condiciones basales a condiciones de estrés
(Guérineau et al., 2012).

En todas las células endocrinas, los pasos para la secrecion de hormonas son
regulados en respuesta a un aumento en la concentracién de calcio intracelular
(Ca?"), fisioldgicamente la estimulacion genera una elevacion subita de 0.1 - 50 pM
(transitorio de Ca®"j), la cual depende de la liberacién de Ca®* de pozas
intracelulares y de la entrada de Ca®" a través de canales en la membrana celular
(Schlegel y Mollard, 1995; Antonio Garcia, 2006). Este incremento en la
concentracién Ca®*iinduce la aceleracion del transporte a través del citoesqueleto de
los granulos cromafines distribuidos en microdominios inmediatos a la membrana
(Trifaro, 1985), promoviendo la fusion de dichos granulos a la membrana plasmatica

para liberar sus contenidos (Landsberg, 1976; Becherer et al., 2003).

Esta reportado que debido a las propiedades eléctricas y endocrinas de las
células cromafines, aproximadamente 65% de ellas presentan transitorios
espontaneos de Ca?";, tipicamente originados y mantenidos por la liberacion de Ca?

de pozas intracelulares por la via de generacién de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), el



cual activa receptores de IP; del reticulo endoplasmatico, uno de los principales
reservorios de CaZ+i, que permiten la salida del Ca®" al citosol. Ademas pueden ser
inducidos y sostenidos por las mismas sefales de calcio, esto es conocido como la
liberacion de calcio inducida por calcio (CICR, por sus siglas en inglés) y es regulado
principalmente por receptores de rianodina (RYR) en el reticulo endoplasmatico
(Malgaroli et al., 1990). Otras evidencias muestran que los transitorios espontaneos
de Ca?*; también dependen del flujo de Ca?* a través de canales de calcio sensibles
a voltaje (CCSV) (Micheletti et al., 2005). Estos diferentes factores mantiene la
actividad espontanea y pueden contribuir a la liberacion basal de catecolaminas en
las células cromafines, lo cual es un importante parametro de la adecuada funcion

de la médula adrenal (Petrovic et al., 2010).

La activacidén de receptores colinérgicos en las células cromafines por la ACh
liberada de las terminales nerviosas del nervio esplacnico, es el estimulo fisiolégico
que induce y coordina la liberacion de catecolaminas de las células cromafines
(Yoshimasa et al., 1982; Viveros et al., 1982; Millhorn y Hokfelt, 1988; Burnstock,
1987; Douglas, 1968).

Fisioldgicamente el incremento del Ca®*; y en consecuencia la exocitdsis de
catecolaminas en las células cromafines es inducida por la acciéon que ejerce la ACh
a través de dos tipos de receptores: uno de tipo muscarinico (MAChR) y otro
nicotinico (nAChR).

Los mAChR son receptores transmembranales acoplados a proteinas G. Se ha
reportado que el efecto de la activacion de este receptor en las células cromafines
de médula adrenal de rata varian dependiendo del tipo de receptor muscarinico; M2,
M3, M4 y M5 (Harada, et al., 2011). Entre los principales efectos de la activacion de
estos receptores se encuentran: la regulacion de la adenilato ciclasa, la cual podria
fosforilar vias de activacién que promuevan cambios en las corrientes de Ca** a
través de los canales de calcio sensibles a voltaje (Vandael, et al., 2012); la
produccion de IP3, el cual activa receptores de IP3 del reticulo endoplasmatico,
favorece el incremento en la concentraciéon de Ca?*; (Forsberg, et al., 1986); ademas,
se ha reportado que la estimulacion de receptores muscarinicos inhiben de canales
rectificantes de potasio (Bayliss, et al., 2003), esto induce la despolarizacion del

potencial de membrana de las células y consecuentemente la activacion de CCSVs



(Inoue, et al., 2008). Por lo tanto, la activacién de receptores muscarinicos,
promueven el aumento en la concentracion Ca®*; (Douglas, 1965; Douglas y Rubin,
1961; Fig. 3).

Por otra parte los nAChR son receptores catidonicos no selectivos, al ser
activados por la ACh permiten el paso de iones Na*, K* y escasamente Ca**
(Fenwick et al., 1982; Zhou y Neher, 1993), lo cual modifica el potencial de reposo e
induce la generacion de potenciales post-sinapticos excitatorios (EPSP, por sus

siglas en inglés) (Douglas, 1968).

Todas las células conservan un potencial eléctrico a través de la membrana
plasmatica, que en reposo es negativo del lado citosolico con respecto del medio
extracelular. En células excitables como las células cromafines, esta diferencia en la
distribucion de cargas eléctricas se pueden modificar rapidamente, permitiendo a las
células generar actividad eléctrica espontanea o en respuesta a un estimulo. En
estos casos, los iones fluyen de un lado a otro de la membrana celular a través de
poros proteicos llamados canales idnicos que atraviesan la membrana, los cambios
en la permeabilidad de la membrana a estos iones pueden ser suficientes para
inducir la secrecion de hormonas y otros neurotransmisores de las células

cromafines (Douglas, 1968).

Las células cromafines expresan diferentes tipos de canales idnicos, entre
ellos, canales de sodio (Na*), potasio (K*) y calcio (Ca®*). Debido a sus similitudes
estructurales y funcionales, principalmente por la caracteristica de ser sensibles al
voltaje, se agrupan en la superfamilia de canales dependientes de voltaje (Hille,
2001), estos canales son activados durante la despolarizacion del potencial de
membrana de una célula cromafin inducida durante la actividad espontanea o por la
estimulacién presinaptica colinérgica (la activacién de los nAChR y de los mAChR),
que en reposo se encuentra alrededor de -60 y -40 mV. Si la magnitud de los
eventos que inducen la despolarizacion, como la generacién de EPSP inducidos por
la activacion de los nAChR, activa canales de Na® sensibles a voltaje (CSSV), se
alcanza el umbral de disparo del potencial de accion entre -40 y -30 mV, entonces se
induce la generacion de uno o mas potenciales de accion (Douglas, 1968; Artalejo,
1995; Hollins, e lkeda, 1996). Durante los potenciales de accidn, se activan los

canales de calcio sensibles a voltaje de alto umbral de activacion (L, N, P, Q); en



esta fase del potencial, se controla el influjo de Ca** a la célula, el cual es un
proceso decisivo para que se lleve a cabo la fusion de los granulos de secrecion con

la membrana y promover asi la exocitosis (Fig.3).

FIGURA 3. Representacion de la exocitdsis en la célula cromafin, inducida por el incremento
en la concentracion de calcio intracelular promovido por la estimulaciéon colinérgica (Datos

obtenidos por Segura Chama, 2014).

La repolarizacion se da cuando los canales de Na* se inactivan, mientras que
la despolarizacion activa gradualmente a los canales de K' sensibles a voltaje
mientras que el Ca** que entré a la célula, activa la corriente de K* activada por Ca**
de tipo BK (Lingle et al., 1996). La hiperpolarizacion depende de la activacién de los
canales BK y de los SK (Canales de K* activados por Ca®); los canales SK
presentan mayor sensibilidad al Ca®* con respecto a los BK (Schlegel y Mollard,
1995).



2 Antecedentes

Las células cromafines han sido un modelo exitoso para el estudio de la correlacién
entre el Ca** como sefial de activacion y la exocitosis (Neher, 1998). Uno de esos
factores, es que a diferencia de otras células neuroendocrinas, las células
cromafines pueden ser obtenidas facilmente en poblaciones relativamente puras
(Fenwick, et al., 1978). Y al igual que otras células neuroendocrinas, las células
cromafines tienen todos los elementos requeridos para controlar espacialmente la
concentracion de Ca®'; y posteriormente removerlo en rangos temporales muy
especificos adaptandose continuamente a los estimulos tanto internos como

extracelulares para el adecuado proceso de exocitosis (Burgoyne y Morgan, 2003).
2.1 Sefales dinamicas del calcio

En la mayoria de las células excitables, durante un potencial de accién, el flujo de
iones a través de los canales idnicos, no provoca cambios importantes en las
concentraciones intracelulares de la mayoria de los iones. El Ca** es una excepcidn,
la concentracion basal de Ca?'; es muy baja, aproximadamente 107 M, cuatro
érdenes de magnitud por debajo de la concentracidn extracelular de Ca?*, que es de
aproximadamente 10 M. Por lo tanto, los cambios en la concentraciéon de Ca®*;dan
lugar a sefales que operan en un rango muy especifico y tienen gran influencia en la

regulacion de eventos celulares como la exocitosis (Kandel et al., 2000).

Los sistemas de sefializacion de calcio generan breves incrementos transitorios
de Ca?',. Estos transitorios de Ca**; son creados por variaciones en las reacciones
“On”/"Off”. Durante las reacciones “On” un estimulo induce un aumento de Ca*'; por
la entrada de Ca?* a través de canales y la formacion de segundos mensajeros que
liberan el Ca** almacenado en el reticulo endoplasmatico. Durante las reacciones
“Off’, el Ca** es removido del medio intracelular mediante bombas e

intercambiadores (Berridge et al., 2003).

Una vez desencadenadas las reacciones “On” y “Off’, pueden ser reguladas
por varios y diferentes mecanismos que facilitan una respuesta adecuada al estimulo
fisioldgico o ayudan a mantener la homeostasis celular (Borle, 1981), estos
mecanismos pueden ser regulados por diferentes sustancias extracelulares

(neurotransmisores).
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2.2 Modulaciéon de las sefiales de calcio por neurotransmisores
autoliberados

Dunlap y Fischbach en 1981 demostraron que en las células cromafines la aplicacion
exégena de distintos neurotransmisores modifican la concentracién de Ca®";,
principalmente neurotransmisores que son co-liberados con las catecolaminas, como
neuropeptidos opioides (encefalinas), purinas (ATP), dopamina-beta-hidroxilasa
(DBH) y cromograninas (Viveros et al., 1982; Winkler y Westhead, 1980). Esto se
debe a que las células cromafines expresan diferentes tipos de receptores y su
activacion por distintos agonistas autécrinos y/o paracrinos, desencadena multiples
vias de sefalizacion intracelular que regulan el incremento de Ca®*; (Albillos et al.,
1996a, 1996b). Estos moduladores afectan principalmente la probabilidad de
apertura de canales de calcio en la membrana plasmatica (Hille, 1992; Garcia y
Carbone, 1996; Carbone y Garcia, 1996). Esto incluye la disminucion de la corriente
de calcio que fluye a través de los canales de calcio, por la activacion de receptores
dopaminérgicos D, (Bigornia et al., 1990), receptores adrenérgicos a,, receptores
opioidérgicos y purinérgicos (Kleppisch et al., 1992; Twitchell y Rane, 1993).
También se incluye el incremento de Ca?*; que induce la estimulacién de receptores
GABAérgicos (GABAA y GABAg) en las células cromafines (Bormann y Clapham,
1985, Castro et al., 1988, 1989).

Estudios inmunohistoquimicos, electrofisiologicos y farmacoldgicos recientes,
sugieren que la regulacion de la secrecion de catecolaminas de las células
cromafines, podria estar modulada por el acido gamma aminobutirico (GABA) a
través de la activacion de receptores GABAA y GABAg, sin embargo la funcion del
sistema GABAérgico en la médula adrenal es controversial, ya que la activacién de
receptores GABAA y GABAg en las células cromafines por diferentes grupos de
investigaciéon han mostrado diferentes efectos en las sefiales de Ca?*; (Kataoka et al.,
1986; Matsuoka et al., 2008; Kitayama et al., 1990; Xie et al., 2003).

2.3 Sistema GABAérgico intrinseco de las células cromafines de la

médula adrenal.

GABA es un neurotransmisor tipicamente inhibitorio en el sistema nervioso central.
En el cerebro es sintetizado a partir de glutamato por medio de la enzima glutamato

descarboxylasa (GAD). Los efectos del GABA han sido ampliamente estudiados en
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diferentes tipos neuronales. El GABA se ha encontrado en muchos tejidos y 6rganos
periféricos, incluyendo la médula adrenal (Martin del Rio y Caballero, 1980). En
1986, Kataoka y colaboradores demostraron que las células cromafines de la médula
adrenal en cultivo primario son inmunorreactivas al anticuerpo anti-GAD. Por lo
tanto, estos autores sugieren que GABA es sintetizado y almacenado en los
granulos de las células cromafines (Harada, 2010), y por lo tanto, podria ser
secretado por exocitosis en respuesta a estimulacion fisiolégica colinérgica (Oset-

Gasque et al., 1990) o durante la actividad espontanea.

Por otra parte, se ha reportado la presencia de la enzima GAD en estructuras
que parecen fibras nerviosas en la médula adrenal de perro (Kataoka et al., 1986).
Resultados similares se han reportado en médula adrenal de raton (Oomori et al.,
2013). Contrariamente, Matsuoka y colaboradores en el 2008 reportaron la presencia
de la enzima especifica responsable de la produccién de GABA, GAD67 en células

cromafines de rata, pero no en las fibras nerviosas.

Una vez que la sintesis del GABA en las células cromafines fuera reportada, se
exploraron las respuestas celulares al GABA por medio de la técnica de Patch
Clamp, se registraron corrientes de Cloruro (CI') inducidas por la aplicacién del
GABA. Esta corriente fue bloqueada por la aplicacion del antagonista especifico de
los receptores GABA,, bicuculina (Bormann y Clampham, 1985). Estos datos

confirmaron la expresiéon de receptores GABAa funcionales en las células cromafines.

El receptor GABAA es un complejo proteico pentamérico (Barnard et al., 1998)
que forma un canal ionotropico selectivo a CI. En las células cromafines las
subunidades que constituyen a este receptor fueron identificadas por medio de
MRNA, y a nivel de proteina se detectaron las subunidades a1, a3, B2 /B3, y2y o
(Matsuoka et al., 2008, Fig. 4). La expresion de este tipo de subunidades sugiere
propiedades farmacoldgicas especificas del receptor, como la facilitacion por
regulacion alostérica inducida por diazepam (Bormann y Clampham, 1985), asi como
una alta afinidad del receptor al GABA y a un neuroesteroide como la
allopregnanolona (Peters, et al., 1989; Belelli y Lambert 2005), que puede ser
liberado de la zona reticularis de la corteza adrenal (Holzbaurer et al., 1985). Por otra
parte, el tipo de subunidades que conforman a estos receptores puede ser

determinante para su posible ubicacion, ya sea sinaptica por el contenido de
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subunidades a1 y y, o extrasinaptica por la presencia de subunidades &. Esto
sugiere posibles funciones sinapticas y/o extrasinapticas del receptor GABAA en las

células cromafines (Nusser et al. 1998; Farrant y Nusser, 2005).

FIGURA 4. Receptor GABA, con las subunidades que lo constituyen en las células cromafines
(Modificada de Jacob et al., 2008)
2.4 Regulacion funcional de la actividad de las células cromafines por
el GABA

Aunque la activacion de receptores GABAA en neuronas de organismos adultos
induce principalmente hiperpolarizacion (inhibicidén), en neuronas de organismos
inmaduros puede inducir despolarizacién (excitacion; Staley et al., 1996). Esto se
debe a que los efectos de GABA sobre el receptor GABAA estan determinados por la
fuerza impulsora del CI" generada por el gradiente transmembranal de CI" y su
diferencia de potencial (potencial de equilibrio del CI', E¢)) (Staley et al., 1996). En
neuronas inmaduras del sistema nervioso central asi como en algunas células
maduras como: las neuronas del ganglio de la raiz dorsal (Alvarez-Leefmans et al.,
1988) neuronas magnocelulares del hipotdlamo (Kim et al., 2011), neuronas del
nucleo supraquiasmatico (Choi, et al., 2008), y en las células cromafines, la
activacion de receptores GABAA induce una despolarizacion debido a que el E¢ es
menos negativo que el potencial de reposo de la membrana. Para el caso de las
células cromafines el potencial de reposo de la membrana se encuentra entre -60 y -
40 mV y el E¢ se ha reportado que es de -28 mV (Xie et al., 2003). Esto indica que la
concentracion de CI; en estas células, es mayor con respecto a otras neuronas
donde la activacién del receptor GABAA promueve una hiperpolarizacién y por tanto
una inhibicién (Ben-Ari, 2002).

13



La acumulacion intracelular de iones CI” en neuronas inmaduras, es generada
por la actividad de dos diferentes miembros de la familia de co-transportadores, uno
de ellos, el co-transportaor Na*/K*/2CI" (NKCCs), cuyo transporte de ClI al interior de
la célula es impulsado por los gradientes de concentracidon del sodio y potasio. Asi
como la escasa expresion del segundo co-transportador K*/CI” (KCC2), el cual, en
neuronas maduras disminuye la concentracion de CI (Ben-Ari, 2002). Al igual que
en células inmaduras, en las células cromafines se ha encontrado la expresion a
nivel de proteina del co-transportador NKCC1 y una escasa o nula expresion del co-
transportador K*/CI" (KCC2; Xie et al., 2003). Estos dos factores en conjunto, podrian
ser los responsable de la mayor concentracion de CI, lo que podria explicar porqué
la activaciéon del receptor GABAa induce una despolarizacion en las células

cromafines.

Las propiedades mencionadas anteriormente pueden explicar la generacién de
potenciales de accion (Peters et al.,, 1989), asi como el incremento en la
concentracion de Ca?*; por la activacién de canales de calcio sensibles a voltaje que
induce la estimulacién del receptor GABAA en las células cromafines (Xie et al.,
2003, Fig. 5). Por lo tanto, el GABA facilita la secrecion de catecolaminas de las
células cromafines (Sangiah et al., 1974), estos resultados han sido confirmados por
otros grupos de investigacion (Kataoka et al., 1984; Kitayama et al., 1984; Gonzales
et al., 1992).
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FIGURA 5. Expresion funcional de receptores GABA, en células cromafines. Muscimol
(agonista de receptores GABA,) incrementa la [Ca*] en células cromafines de bovino. Este

efecto es dependiente del calcio extracelular (Xie et al., 2003)
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En células cromafines de varias especies la estimulacion de receptores GABAa
por aplicacion del GABA o muscimol (agonista especifico de GABAa), resulta
consistentemente en un aumento de la concentracion de Ca?*; y consecuentemente
en un incremento en la secrecibn de catecolaminas. Sin embargo, aun es
controversial si el GABA endégeno regula estos procesos durante la estimulaciéon
por el nervio esplacnico o por secretagogos. Ya que se ha reportado que la
estimulacién de los receptores GABA, inhibe la secrecion de catecolaminas inducida
por la activacion el nervio esplacnico (Kataoka et al., 1986; Matsuoka et al., 2008), o
la facilita (Kitayama et al., 1990), o no tiene ningun efecto (Xie et al., 2003). Aun no
esta claro si estas diferencias se deben al uso de diferentes especies o a los
parametros de estimulacidn eléctrica o farmacoldgica utilizados en cada uno de los

Ccasos.

La discrepancia en los resultados de diferentes grupos de trabajo, acerca del
efecto de la estimulacién de los receptores GABA en la concentracion de Ca" y la
exocitosis de catecolaminas, dificulta llegar a un consenso que pueda explicar y
predecir los efectos de la activacion del receptor GABAA por el GABA proveniente de
las células cromafines de la médula adrenal en el tejido intacto, el GABA enddgeno.
Y menos aun, las implicaciones fisioldgicas de la presencia del sistema GABAérgico

en las células cromafines de la glandula adrenal.

Se considera que las acciones del GABA endogeno en la glandula adrenal
podria tener una funcién diferente a la que se ha reportado en neuronas del sistema
nervioso central (Inoue et al.,, 2011). En las células gliales del sistema nervioso
central se encuentra una enzima responsable de la degradacion de GABA, la GABA
transaminasa (GABA-T; Owens y Kriegstein, 2002). Su inhibicion induce un
incremento en la concentracion extracelular del GABA (Caron et al., 1988). Ademas,
se encuentran los transportadores de GABA (GATs; Matsuoka et al., 2008) que se
encargan de la recaptura del GABA desde el espacio sinaptico. Se ha reportado que
en las células cromafines no hay actividad de GABA-T, ni presencia de GAT
(Matsuoka et al., 2008), por lo tanto, en estas células no operan los mecanismos que
regulan la concentracion del GABA del medio extracelular como en el sistema
nervioso. Esta condicién podria favorecer la difusion del GABA extracelular, asi

como una mayor influencia del GABA enddgeno sobre el tejido adrenal.
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Debido a que el GABA endodgeno puede liberarse de las células cromafines y
que ademas, la ausencia de GATs y GABA-T permitiria una mayor difusion y efectos
del GABA extracelular en el tejido, es posible que el GABA enddgeno en las células
cromafines adrenales tenga una participacibn moduladora en la exocitosis de
catecolaminas. Esto permitiria una gran influencia reguladora de éste

neurotransmisor en las funciones de las células cromafines.

La mayoria de los trabajos en donde se ha explorado el efecto de la activacion
de los receptores GABAA en células cromafines, se han realizado en células
disociadas y mantenidas en cultivo. Poco se ha explorado acerca de la modulacién
autécrina y paracrina del GABA en el tejido adrenal y su posible participacion como
regulador de la funcion de las células cromafines. En este sentido, es muy posible
que el GABA enddégeno pudiera tener efectos de mayor impacto fisioldégico en la
funcion de la medula adrenal de los que se predicen por estudios en células

disociadas.

El presente trabajo tiene como objetivo caracterizar los posibles efectos
moduladores del GABA exdgeno y enddgeno sobre la concentracion intracelular
basal de Ca®";, y sobre los transitorios de Ca®'; que se presentan espontaneamente
en las células cromafines, utilizando técnicas 6pticas y rebanadas de tejido adrenal
donde es posible preservar las condiciones del microambiente tisular. Ya que los
niveles de Ca®" intracelular determinan la secrecién de catecolaminas en estas
células, por lo cual el GABA enddgeno podria ser un factor crucial en la funcién

enddcrina de las células cromafines de la médula adrenal de rata.
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3 Hipotesis

Las concentraciones basales de Ca?*;, los transitorios espontaneos de Ca?*; y
las sefiales de Ca*" inducidas por estimulos colinérgicos nicotinicos en células
cromafines, que determinan la secrecidén de catecolaminas, son moduladas por los
receptores GABAa activados paracrinamente por el acido gamma-aminobutirico

endogeno.
4 Objetivo general

Examinar el efecto de GABA exdgeno y enddgeno sobre la concentracion basal
de Ca?", los transitorios de Ca®*; espontaneos y las sefales de Ca”* inducidas por
activacién de receptores nicotinicos en las células cromafines en rebanadas de tejido

de la glandula adrenal de rata.

4.1 Objetivos Particulares

e Evaluar si la activacion de los receptores GABAA por agonistas exdgenos modifica
la concentracion basal de Ca®";, asi como los transitorios espontaneos de Ca*'i en

células cromafines en la rebanada de glandula adrenal de rata.

e Caracterizar el efecto del bloqueo farmacoldgico de los receptores GABAA y por
ende, de las acciones del GABA enddgeno sobre la concentracién basal de Ca®*, los
transitorios espontaneos de Ca*'; y las sefiales de Ca** producidas por la activacion
de receptores nicotinicos en células cromafines en la rebanada de glandula adrenal

de rata.

e Determinar si el(los) efecto(s) en la concentracion basal de Ca®";, asi como los
transitorios espontaneos de Ca?'; y las sefiales de Ca®" inducidas por la activacién
de receptores nicotinicos se deben a que el GABA enddégeno modula
autécrina/paracrinamente a las células cromafines (accion post-sinaptica) y/o si es
consecuencia de modular la liberacion de acetilcolina de las terminales colinérgicas

del nervio esplacnico (accion pre-sinaptica).
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5 Métodos

Los animales utilizados en este trabajo fueron obtenidos de la Unidad Académica
Bioterio del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Auténoma de
México, en donde fueron mantenidos bajo el protocolo para uso y cuidado de
animales de laboratorio de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0O-
1999). Las ratas utilizadas para el proceso experimental se mantuvieron con
alimentacion y agua ad libitum, a temperatura constante y bajo un ciclo de 12 horas

luz / 12 horas obscuridad.
51 Obtencion de rebanadas de glandula adrenal para registros in vitro

Se utilizaron ratas Wistar macho de 8 semanas de edad. Los animales se
anestesiaron mediante una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sddico (0.1
ml/250 g) y se sacrificaron por decapitacion, inmediatamente ambas glandulas
adrenales fueron removidas y embebidas en solucion salina normal que contenia en
mM: 125 NacCl, 2.5 KCI, 2 CaCly, 1 MgCl,, 1.25 NaH,PO4, 26 NaHCO3 y 10 glucosa,
saturada con 95% O, y 5% CO,, para mantener el pH = 7.4 y a una temperatura de
8° C. En seguida el exceso de grasa de ambas glandulas fue retirado;
posteriormente se prepard agar al 3 % diluido en solucion salina normal y se llevo a
100° C, después se dejé enfriar y una vez que alcanzé una temperatura aproximada
de 35° C las glandulas se embebieron dentro del agar, una vez con el tejido adrenal
incorporado, el agar se solidificé en refrigeracion. Una vez solidificado, los bloques
de agar fueron recortados en cubos de aprox. 5 mm, estos se posicionaron y fijaron
a un soporte mévil de un vibratomo (Vibratome 3000), para luego ser cubiertas con

solucion salina normal a punto de congelacion.

Se obtuvieron rebanadas de 200 ym de grosor, las cuales fueron colectadas y
mantenidas en solucién salina normal a 25 °C, bajo estas condiciones las rebanadas
se mantienen viables durante un lapso de hasta 6 horas después de la preparacion.
Con este procedimiento se obtuvieron las rebanadas que se utilizaron en todos los

protocolos.
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5.2 Imagenologia de Ca®*; en células cromafines de rebanada de
glandula adrenal.

Para los registros de Ca", las rebanadas adrenales se incubaron en oscuridad
durante 35 min. Inmersas en solucién salina normal en presencia 10 ym del
indicador sensible a calcio fluo-4 AM (Teflabs;Austin, EUA) con 0.5% de acido
plurénico F-127 (Sigma,St Luis MO, EUA) en una atmaosfera saturada con 95 % O, y
5 % CO, Después de la incubacion las rebanadas se lavaron con solucion salina
normal y se colocaron sobre un cubre objetos de vidrio recubierto con poli-L-lisina
0.3 % y posteriormente se montaron sobre el fondo de una camara de registro sobre
la platina de un microscopio vertical de epifluorescencia (Nikon Eclipse 80i, Melvilla,
Ny) equipado con un objetivo 20x (apertura numérica 0.5) de inmersidén en agua. Las
rebanadas se mantuvieron bajo perfusiéon continua de solucion salina normal
saturada con 95 % Oz y 5 % CO; (1ml/min) temperatura de 23°C, durante todo el

registro.

La excitacion del fluoréforo se realizé a 488 nm mediante un sistema que se
compone de una lampara de Xenon adaptada a un monocromador Polychrome V
(Till Photonics) conectado por medio de una fibra optica al microscopio. La
fluorescencia emitida fue seleccionada al pasar por una serie de filtros de emision
(540 nm) Nikon B-2E/C. Las imagenes con un campo de registro de 800X600 um,
fueron adquiridas con una camara CCD (cooled digital camera) IMAGO-QE a 3
cuadros/segundo con una exposicion de 15 ms por imagen, estos protocolos fueron
escritos en el software TILLVISION 4.0 (TILL Photonics). De esta forma se
adquirieron secuencias de imagenes cortas (peliculas) de 540 imagenes en 180

segundos, con intervalos de 2 a 3 min entre cada secuencia.

Después de todos protocolos farmacolégicos, se agregé a la camara de
registro una solucién con alto potasio que contiene en mM: 50 KCI, 120 NaCl, 10
Hepes-Na y 2 de CaCl; a un pH 7.4, la cual induce la despolarizacion de las células
y consecuentemente la entrada de Ca®* a través de canales de calcio dependientes
de voltaje, a partir de esto se determind el numero total de células viables, tanto

silentes como activas y que incorporaron el fluoréforo.
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5.3 Farmacos

Las soluciones utilizadas fueron preparadas antes de cada experimento y afadidas
a través de un sistema de perfusién estandarizado y previamente calibrado de tal
modo que los farmacos se mantuvieran en la camara de registro (donde se coloc? el
tejido) en el tiempo requerido y en la concentracion preparada. Para lograr esto, la
perfusidn se calibro previamente con eosina, un colorante acido fluorescente, este
colorante se adicion¢ a través del sistema de perfusion a la camara de registro sin
tejido. Posteriormente se ajustd la velocidad de entrada y salida de la solucion en la
perfusién a la camara de registro, para que la entrada de la eosina fuera rapida, la
concentracion se mantuviera estable durante el tiempo requerido, segun el
protocolo, y finalmente se lavara completamente (Fig. 6). Los farmacos utilizados
fueron: muscimol (agonista de receptores GABA,); bicuculina, bicuculina-metiodida
(Bic-Met) y picrotoxina (antagonistas de receptores GABAa), nicotina ditartrate y
mecamilamina, antagonista y agonista de receptores nicotinicos respectivamente
(Sigma, St. Louis, MO, USA).

Sistema de perfusion
80 4 10 s de eosina en
perfusion

70
60
50
$ s en subir 30 s en bajar
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0 T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
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Intensidad de Fluorescencia

Figura 6. Estandarizacién del sistema de perfusion con eosina. Se adquirid una secuencia de
imagenes de 180 s (eje x) midiendo la intensidad de fluorescencia de la eosina adicionada a la
camara de registro través del sistema de perfusion (eje y). La velocidad de entrada de la eosina a la
cadmara de registro a través de la perfusion es de 5 s, posteriormente se mantuvo hasta que alcanzé
Su concentracion maxima y se mantuvo estable, la salida de la eosina de la camara de registro

requirio de 30 s y finalmente se lavo completamente.

20



5.4 Anadlisis de Imagenes
El procesamiento de las secuencias de imagenes se llevd a cabo con los programas
Image J (v.1.36, Nacional Institutes of Health), con el cual se elimin6 el ruido
generado por pixeles unicos, utilizando como filtro, el promedio minimo de los 540
pixeles de la secuencia de imagenes. Las sefales de fluorescencia dependientes de
calcio fueron computadas como (Fi/F,)/F, donde F; es la intensidad de fluorescencia
en cualquier cuadro de la pelicula y F, es la fluorescencia basal (el promedio minimo
de fluorescencia de todos los cuadros de la pelicula). El analisis de las células
individuales se realizé sobre la secuencia de imagenes filtrada. Los valores de la
intensidad de fluorescencia de las células individuales se obtuvieron por medio de la
seleccidn de las areas de interés (ROI's, por sus siglas en ingles), correspondientes
a las células que presentaron un incremento en la intensidad de fluorescencia,
durante la secuencia final de imagenes a la que se le adicioné alto potasio. Esta
seleccion de areas se usO para localizar los cambios en la intensidad de
fluorescencia de cada una de las areas de interés en todas las secuencias de
imagenes (control, tratamientos, lavado y potasio), de este modo se confirmé que
todas las areas coincidieran y que el campo de registro en la rebanada no se
modificara.

Los datos de la intensidad de fluorescencia de cada area obtenida se colocaron
en una grafica donde se hace el seguimiento en el tiempo en minutos (eje x) de los
cambios en la intensidad de fluorescencia de cada una de las areas obtenidas
(células, eje y), en cada una de las secuencia de imagenes. En este tipo de graficas,
al que denominaremos grafico tipo “raster”, se puede observar la respuesta conjunta
de las células cromafines en una escala de pseudo-color, donde los colores mas
célidos (rojo, amarillo) representan en unidades arbitrarias los valores mas altos de
la intensidad de fluorescencia, lo cual indica un incremento en el Ca®*; y los colores
mas frios (azul, negro) representan los valores mas bajos de la intensidad de
fluorescencia, lo que indica decrementos en los niveles de Ca®'.. El gréafico tipo
raster, se obtuvo en el programa Igor Pro 5.03 (Wavametrics Inc., OR, EUS, con
protocolos escritos por el Dr. Ledn Islas, Departamento de Fisiologia, Facultad de
Medicina, UNAM), en donde se puede dar el seguimiento de la intensidad de la
fluorescencia en funcion del tiempo de cada area seleccionada en cada una de las

secuencias (Fig. 7).
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FIGURA 7. Andlisis de Imagenes. A. Imagen en seudocolor de la seleccién de ROI's (células)
durante la despolarizaciéon generada con potasio en el campo de registro (la médula adrenal) cada
ROI representa una célula, de la cual se puede seguir su intensidad de fluorescencia lo largo del
tiempo de manera individual (B), asi como el comportamiento del Ca®", de todas las células

seleccionadas (20 en este ejemplo) mediante un grafico tipo raster (C).

Todas las células viables a lo largo del registro fueron analizadas para
posteriormente obtener la tasa de células activas e inactivas. Cuando las células
tienen actividad espontanea, generan transitorios espontaneos de Ca**; (incrementos
espontaneos en sus concentraciones de Ca2+i), los cuales promueven la exocitosis
de catecolaminas. Durante un transitorio de Ca**;, la velocidad de entrada del Ca** a
las células aumenta. Si se grafica el transitorio con una linea en funcién del tiempo,
se podrian obtener los cambios en las sefiales de Ca?*; se puede calcular al obtener
los valores de las derivadas, ya que el valor de la derivada en funcién del tiempo es
mayor donde el cambio de la sefial de Ca*'; es mas rapido (el valor de la derivada
con la maxima razén de cambio). Para diferenciar a las células que mostraron
actividad espontanea de las que no la mostraron y para el analisis de las frecuencia
de los transitorios de Ca*'; de cada célula, sé calculd la desviacion estandar de los
valores de las derivadas con respecto a la linea basal o media, solo se tomaron en
cuenta los valores de las derivadas con la maxima razon de cambio, que superaron
un valor de desviacion estandar de uno con respecto a la media (Fig. 8). Las
derivadas negativas se producen cuando comienza la fase de descenso del
transitorio de Ca?*;, sin embargo solo se tomaron en cuenta las derivadas maximas

positivas para los analisis.
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Figura 8. Andlisis de frecuencia de picos. Los transitorios espontaneos de Ca?*; fueron analizados
al obtener el valor de la maxima derivada de las sefales de Ca2+i, este valor manifiesta el momento
donde se presento un mayor incremento del Ca®", en funcién del tiempo. Para cada transitorio de
Ca®", se tomd el valor de la maxima derivada que supera una desviacidon estandar de uno con

respecto a la linea basal o promedio de los valores de derivada.

55 Registro electrofisiol6gico de potenciales de accion

Para evaluar si la aplicacion de GABA exdégeno o la acumulacion de GABA
endogeno afectaba el potencial de reposo y la generacion de potenciales de accion
de las células, se realizaron los registros electrofisiolégicos usando la técnica de
fijacion de membrana (patch clamp) en la configuracién parche perforado en célula
completa (Rae et al.,, 1991) este tipo de manipulacion evita la dialisis del medio

intracelular.

Los registros de potenciales de accidon se realizaron en modo fijacién de
corriente en una camara de registro mantenida a 22 °C. Para la adquisicion de los
datos se utiliz6 un amplificador EPC-10 con el programa PatchMaster (HEKA
instruments). Los datos se adquirieron a una frecuencia de 10 kHz y fueron filtrados

a 2 kHz y se almacenaron en una computadora Macintosh G4.

Las pipetas de registro utilizadas se obtuvieron a partir de capilares de
borosilicato con 1.2 mm de diametro externo y 0.69 mm de diametro interno (World
Precisién Instruments, florida, EUA) y fueron fabricados mediante un estirador de
capilares a base de calor modelo P-97 (Sutter Instruments Co., EUA). La
composicién intracelular de la solucion, con la que se llenaron los microelectrodos de
registro fue en mM: 140 K-glu, 8 NaCl, 20 Hepes, 2 MgCI2, 5 EGTA, pH 7.3. En la
modalidad de parche perforado se agregd a la solucién interna 50-100 mg/ml de

anfotericina-B como agente perforante.
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Las rebanadas adrenales se colocaron en una camara de registro ubicada en la
platina de un microscopio vertical (Eclipse FNI, Nikon, Tokyo, Japon). 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
40x. La rebanada en registro se mantuvo con perfusion constante de 1.5 ml/min de
solucion salina normal. El volumen al cual se mantuvo la camara de registro fue de

0.5 ml/ min.

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 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 tocé la membrana celular, se observo 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). Una vez que se obtiene el sello de alta
resistencia, se deja que la anfotericina-B forme poros en la membrana celular hasta
obtener 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, en ese momento

se fija la corriente de la célula.
5.6 Andlisis de Datos

El nimero de transitorios de Ca*; en funcién del tiempo, fueron obtenidas por medio
del programa fSIENN (Image) escrito por el Ing. Jesus Pérez adscrito al laboratorio
del Dr. José Bargas Diaz del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. El area bajo la
curva de los transitorios de Ca?*; en funcion del tiempo fueron obtenidas por la rutina
escrita en MATLAB (the Math-Works, Inc., Natick, MA, EUA) por el Ing. Manuel
Alvarez, Técnico Académico, Instituto de Fisiologia Celular; UNAM. Los datos fueron
analizados con una prueba de normalidad (D’Agostino y Pearson). Para la
comparacion estadistica, se uso la prueba pareada de t de Student o la prueba no
pareada de Wilcoxon, donde fuera apropiado. El analisis estadistico se llevd a cabo
con el programa GraphPadPrism (GraphPad Software, Inc., CA, EUA).
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6 Resultados

La dinamica celular se puede observar por el registro de los cambios en la actividad
de un gran numero de células con resolucion de célula unica, la cual permitié
describir correctamente la posible participacion de cada una de ellas en las
respuestas fisiologicas de la meédula adrenal, esto es importante por la gran

diversidad de respuestas celulares que se pueden encontrar en este tejido.

6.1 Cambios en el Ca®*; producidas por la estimulacién de receptores

GABA, en las células cromafines.

Esta reportado que aproximadamente 65% de las células cromafines presentan
transitorios espontaneos de Ca?*; (actividad espontanea) esto contribuye a mantener
la liberacion basal de catecolaminas, por lo tanto esta actividad espontanea de las
células cromafines es un importante parametro de la adecuada funcion de la
glandula adrenal (Malgaroli, 1990, Micheletti, 2005). Para poder observar la actividad
espontanea de las células cromafines, se adquirié en todos los casos una secuencia

de imagenes de tres minutos en condiciones basales antes de cualquier tratamiento.

Para identificar, cuantificar y caracterizar la respuesta de las células cromafines
a la estimulacion de los receptores GABAa, se aplicdé muscimol (20 uM) un agonista
especifico de estos receptores, en la segunda secuencia de imagenes a través del
sistema de perfusion, durante 25 segundos. Esto fue seguido de una secuencia de
imagenes durante el lavado de muscimol. Al final de cada experimento, se adiciond
alto potasio (50 mM) el cual induce la despolarizacion de las células y
consecuentemente la entrada de Ca?* a través de canales de calcio sensibles a
voltaje. A partir de estas imagenes se determiné el numero total de células viables
(100%), tanto silentes como activas y que incorporaron el fluoréforo, y con respecto
a ellas se realizé la normalizaciéon para obtener los porcentajes de las diversas

respuestas celulares como se ilustra en la Figura 7.

Al realizar el seguimiento de los cambios en la fluorescencia, célula por célula,
en el grafico tipo raster, encontramos que 61 £ 10% (n=5 rebanadas) de las células
tienen actividad espontanea de Ca?*;. Para esto se tomé en cuenta que el registro de
la célula mostrara cuando menos un transitorio de Ca*'.. Un transitorio de Ca®";
correspondiente a la actividad espontanea de la célula, se contabilizé6 cuando el

transitorio sobrepasara él umbral, es decir el valor de la derivada con la maxima
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razon de cambio y de mas de una vez la desviacion estandar por arriba de la linea
basal o promedio de los valores de las derivadas (Fig. 9Ba, b y c). Las células que
no cumplieran con este criterio fueron caracterizadas como células sin actividad
espontanea (Fig. 9Bd y e). Como ya se sefalod, la viabilidad de todas las células se

evalud al final del registro.

FIGURA 9. Efecto de muscimol, un agonista de receptores GABA,, sobre el Ca2+i en células
cromafines. A. Grafica tipo raster, donde se hace el seguimiento en el tiempo en segundos (eje x) de
los cambios en la intensidad de fluorescencia de cada una de las areas obtenidas (células, eje y), en
cada secuencia de imagenes, donde se puede observar la respuesta conjunta de las células
cromafines a muscimol. B. En los trazos inferiores se muestra el seguimiento de la intensidad de
fluorescencia de 5 células individuales en cada una de las secuencias de imagenes, los patrones mas
comunes son: (a), las que mostraron un incremento de Ca®", en respuesta a la adicion de 20 uM de
muscimol y que previamente mostraban actividad espontanea (b), aquellas en las que se suprime la
actividad espontanea en presencia de muscimol (c), células espontaneamente activas en las que no
hubo respuesta aparente (d) células sin actividad y que respondieron a muscimol y (e) células sin

actividad y que no respondieron a muscimol.
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Una primera observacion fue que la aplicacion de muscimol induce un
incremento en el Ca®; en una fraccion de las células cromafines. El porcentaje de
células que respondié a 20 yM de muscimol con un incremento en el Cazﬂ, fue de 42
* 6%. Ademas observé un porcentaje de células que mostraron inhibicién de la
actividad espontanea en presencia de muscimol (8 £ 1%). El 49 £ 5% de las células
restantes, no mostraron ninguna respuesta a la aplicacion de muscimol (Fig. 10 A).
Este resultado indica que mas del 50% de las células cromafines tienen una
respuesta funcional a la estimulacién del receptor GABAA con su agonista especifico,

exdgeno, el muscimol, aplicado extracelularmente.
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FIGURA 10. Efecto de la activacion de receptores GABA, en el Ca2+i por muscimol en las
células cromafines. A. Grafica circular que muestra el porcentaje de células que responden a
muscimol (50%), diferenciando las células que responden con un incremento en el ca®" (42 £ 6%),
las que muestran un decremento en la actividad espontanea en presencia de muscimol (8 + 1%) y las
células en donde muscimol no tiene efecto (49 + 5%). B. Comparacion de los porcentajes de células
que responden a muscimol con un incremento en el Ca®’; del total de células con (45 + 7%) y sin

actividad esponténea (38 + 5%), no muestran diferencias significativas (n=5, P = 0.3).

La activacion del receptor GABA, incrementa el Ca®*; en el 42% de las células
cromafines y la actividad espontanea esta presente en el 60% de estas células, por
lo tanto, exploramos la posibilidad de una correlacion entre las células que
presentaron actividad espontanea en la secuencia de imagenes control con las

y . . . 2+
células que respondieron a muscimol con un incremento en el Ca“’;. Para obtener la
correlacién, se tom6é como 100% al total de células que mostraron transitorios

espontaneos de Ca®'j y de éstas se determind cuantas incrementaron el Ca®'; en
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respuesta a la estimulacion de los receptores GABAA con muscimol, las cuales
fueron el 45 £ 7% del total de células que presentaron actividad espontanea de
Ca?'.. De la misma manera se tomé como el 100% a las células sin actividad
espontanea de Ca**, y se encontré que respondieron al muscimol 38 + 5% del total
de células sin fluctuaciones espontaneas de Ca®'; (Fig. 10 B). Los porcentajes de las
células que respondieron a muscimol en ambos grupos (con y sin transitorios
espontaneos de Ca®")) no tienen diferencias significativas (n=5, P = 0.3). Estos datos
sugieren que la respuesta a muscimol de las células cromafines es independiente de

si presentan o no actividad espontanea de Ca?";.

6.2 La activacion de los receptores GABAa despolariza el potencial de

membrana de las células cromafines.

Para explorar si el incremento en el Ca?*, en las células cromafines es regulado por
la despolarizacion que induce la activacion de receptores GABAA con muscimol. Se
realizaron registros electrofisiolégicos en células cromafines individuales por medio
de la técnica de fijacion de voltaje en la configuracion de célula entera con parche
perforado. La maniobra del parche perforado evita dializar del medio intracelular. En
este caso esto es crucial, dada la importancia de mantener las concentraciones de
Cl; intactas y no alterar asi el efecto fisioldgico de la activacién de receptores a
GABAA.

Los registros de potenciales de accion en células cromafines en fijacion de
corriente, mostraron que la aplicacion por 10 segundos de muscimol 20 uM, induce
una despolarizacion de aproximadamente 5 mV e induce el incremento en la
frecuencia de disparo de potenciales de accion en 3 de 10 células (Fig. 11). Esto
indica que la activacion de receptores GABAA por su agonista especifico muscimol,
induce la despolarizacién en la membrana en el 30% de las células cromafines, esto
podria estar activando canales de calcio sensibles a voltaje y generar asi el aumento

transitorio en el Ca*';que se observa con la técnica de epifluorescencia.
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FIGURA 11. Efecto de Muscimol en el potencial de membrana en células cromafines. A. Trazos
representativos de la fijacion de corriente en una célula cromafin, que muestran potenciales de accion
espontaneos. La aplicacion de muscimol induce una despolarizaciéon de aproximadamente 5 mV, esto
produce un incremento en la frecuencia de disparo de potenciales de accion (3 de 10 células). B.
Trazo representativo de una célula cromafin que presentd potenciales de accion espontaneos, en la
cual, la aplicacion de muscimol no tuvo efecto en el potencial de membrana y por lo tanto no afecté su

frecuencia de disparo (7 of 10 células).

6.3 El incremento del Ca®'; por estimulacién del receptor GABAa

depende de la presencia de Ca®" extracelular.

La activacion de los receptores GABAa produce un flujo selectivo de iones cloruro
(CI') a través de su canal ionico. En las células donde la concentracién de CI
intracelular es mayor con respecto a la concentracion extracelular, el efecto de la
activacion del receptor GABAA es una despolarizacion, debido a la movilizaciéon de
CI" hacia el medio extracelular dirigida por el E¢ y el Vm. La activacion del receptor
GABAa podria inducir cambios en el voltaje de la membrana de las células
cromafines, por lo tanto, podrian estar produciendo la apertura de canales de calcio
dependientes de voltaje. Esto podria inducir el incremento en el Ca?*; en el 42% de
las células cromafines (Fig. 10). Un mecanismo opuesto (hiperpolarizacion) podria
estar ocurriendo en aquellas células cromafines que disminuyeron el nivel de Ca?*
intracelular durante la estimulacion de receptores GABAA.

Para corroborar que el incremento de Ca?*; por la estimulacion del receptor

GABA, depende de la presencia de Ca®" extracelular, se aplicé el agonista de
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GABA, en presencia de una solucién salina libre de Ca®*. Para esto, se sustituyd
equimolarmente el Ca** (2 mM) por Mg2+ (2 mM) en la solucidn salina para mantener
las condiciones i6nicas y osmolaridad de la solucion, ademas se agreg6 0.5 mM de
EGTA (4cido tetra-acético glicol etileno) como agente quelante del Ca®** para
asegurar que no hubiera Ca®* remanente en la rebanada. Con esto se observé si el
incremento del Ca®; inducido por la activacion de receptores GABAa depende o no
del Ca®* extracelular que fluye a través de canales de calcio sensibles a voltaje que

pudieron activarse por la despolarizacion.

FIGURA 12. El incremento en el Ca*;inducido por activacién de receptores GABA, es
dependiente de Ca** extracelular. A. Grafica tipo raster, donde se hace el seguimiento en el tiempo
en segundos (eje x) de los cambios en la intensidad de fluorescencia de cada una de las areas
obtenidas (células, eje y) en cada secuencia de imagenes. Se muestra que el incremento en el ca”™,
por la estimulacién de receptores GABA, con muscimol, se previene durante la perfusion de una
solucion libre de Ca®* extracelular. B. En los trazos inferiores, se muestra el seguimiento de la
intensidad de fluorescencia de dos células cromafines individuales que mostraron un incremento en el
Ca2+i en respuesta a la estimulacion del receptor GABA, con muscimol, este incremento en el Ca2+i no
se observé en las mismas células durante la aplicacion de una solucion salina normal libre de Cca”,
bajo estas mismas condiciones los transitorios de ca®" espontaneos se eliminaron en todas las

células cromafines (n= 5 rebanadas).
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Los resultados muestran que los transitorios espontaneos de Ca®";, asi como el
incremento de Ca?'; inducido por la activacion del receptor GABAA con muscimol
dejaron de observarse durante la perfusién de la rebanada con la solucién libre de
Ca?* (Fig. 12). Esto muestra que el incrementd en el Ca**; inducido por la aplicacién
de muscimol es dependiente de Ca®" extracelular, por lo tanto la ruta que lleva a un
incremento en el Ca®*; por efecto de la estimulacién de los receptores GABA, es a
través de canales de calcio sensibles a voltaje.

6.4 Efectos de GABA endégeno en los transitorios de Ca?'; en las

células cromafines.

Para examinar si el efecto de muscimol es especifico de receptores GABAa, se
aplicd Bic-Met o bicuculina 50 uM, antagonistas especificos de estos receptores, a
través del sistema de perfusion a partir del segundo 35 de la tercer secuencia y
hasta el segundo 35 de la quinta secuencia de imagenes (6 min. aproximadamente),
con esto se observd que el incremento del Ca®' por estimulaciéon de receptores
GABAA con muscimol, es bloqueado en el 100 % de las células en presencia de

cualquiera de sus antagonistas especificos Bic-Met y bicuculina (Fig. 13).

Al caracterizar el efecto del bloqueo farmacoldgico de los receptores GABAA
activados por muscimol, se bloqueé la activacion los receptores GABAA por el GABA
enddgeno presente en microambiente del tejido adrenal, de este modo se observo el
efecto del GABA enddgeno en la actividad del Ca?*; de las células cromafines.

Los resultados obtenidos durante la aplicacién de Bic-Met en la actividad
espontanea de las células cromafines sugieren que el GABA enddgeno activa
receptores GABA, ténicamente, ya que las espigas espontaneas de Ca®' se
modificaron en amplitud y frecuencia en presencia del antagonista de receptores
GABAa. Sin embargo se ha reportado que Bic-Met, a pesar de ser ampliamente
utilizado para bloquear receptores GABAa por su facilidad de dilucién y por no tener
el inconveniente de ser sensible a la luz como la Bicuculina, incluye entre sus
acciones el bloqueo de canales de potasio activados por calcio, SK (Khawaled et al.,
1999).
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FIGURA 13. El GABA enddgeno regula la generacién de fluctuaciones de Ca®; a través de la
activacion de receptores GABA,. A. Grafica tipo raster, donde se hace el seguimiento en el tiempo
en segundos (eje x) de los cambios en la intensidad de fluorescencia de cada una de las éareas
obtenidas (células, eje y) en cada secuencia de imagenes. Donde se muestra que el incremento en el
ca®;, por la estimulacién de receptores GABA, con muscimol, se previene en su totalidad por la
aplicacion de los antagonistas selectivos de estos receptores (Bic-Met, Bic y picrotoxina). También se
observan efectos que induce el bloqueo del GABA enddgeno. B. Trazos representativos de una célula
que muestra un incremento de Ca2+i en respuesta a la estimulacion de GABA, con muscimol (a), el
cual fue bloqueado por el tratamiento con bicuculina, en la parte inferior se muestra el trazo
representativo de otra célula donde la estimulacion de GABA4 no tiene efecto o este puede ser un
efecto inhibitorio (b), en ambos casos se puede observar el incremento en la amplitud y frecuencia de
las fluctuaciones de Ca®"; (Trazos a (38 £ 2%) y b (16 = 3%)). C. Efectos similares se muestran en los

experimentos de dos células tratadas con Bic-Met.
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Para descartar que los efectos de Bic-Met, en la actividad espontanea de las
células cromafines, fueran inducidos por el bloqueo de los canales SK, se utilizaron
otros antagonistas del receptor GABAs, como bicuculina 50 uyM (fig. 13 A y B). La
aplicacién de bicuculina mostré los mismo efectos que se habian observado durante
la aplicacién de Bic-Met en las sefales de Ca®'; (Fig. 13 C). La aplicaciéon de
bicuculina y Bic-Met promovieron incrementos en la amplitud y frecuencia de los
transitorios de Ca®*; tanto en las células donde la estimulacién previa de GABAa por
muscimol produjo un incremento Ca*; (38 + 2%), como también en células donde
muscimol no tuvo ningun efecto aparente en el Ca®*; (16 + 3%). De esto resulta que
un total de 54 + 5% de células cromafines de 5 rebanadas mostraron efectos por el
bloqueo de los receptores GABA4 activados por el GABA enddgeno, en tanto que el
46% de las células restantes no mostraron ninguin efecto en su actividad de Ca*";.

Parametros como la frecuencia y amplitud de los transitorios espontaneos de
Ca?*, en las células cromafines indican en gran medida la participacion de dichas
sefales en la secrecion de catecolaminas. Para poder estudiar la magnitud de los
cambios inducidos por bicuculina en la frecuencia y amplitud de los transitorios de
Ca?";, se analizaron estos parametros en las células que mostraron fluctuaciones de
Ca?*, espontaneas en condiciones control y los transitorios inducidos por el bloqueo
de receptores GABAA (posiblemente activados tonicamente por el GABA enddgeno)
con bicuculina.

Para cuantificar los transitorios de Ca®*; por minuto de cada una de las células,
se realizd nuevamente la seleccion de los ROI's, en donde se tomd en cuenta
Unicamente las células con fluctuaciones de Ca*; en condiciones control y durante
el tratamiento con bicuculina, verificando que todas las células seleccionadas se
mantuvieran viables de principio a fin del registro con la prueba de alto potasio. Los
transitorios fueron filtrados del ruido; y se obtuvieron los valores de las derivadas con
la maxima razén de cambio, solo en los transitorios de Ca*; que sobrepasaron el
umbral (una vez la desviacion estandar por arriba del valor del ruido) fueron tomados
en cuenta para el analisis.

Por otra parte, bajo los mismo parametros de la seleccion anterior, se obtuvo el
area bajo la curva de todos las fluctuaciones de Ca®*; a lo largo de los tres minutos
de la duracién de la secuencia, tanto en condiciones control, asi como los cambios

inducidos bajo el tratamiento de bicuculina de cada una de las células.
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Para el analisis de estos datos, se obtuvo la distribucion de la frecuencia
absoluta de los transitorios de Ca?*;, las clases son intervalos de 4.3 (control) y 4.8
(bicuculina) transitorios de Ca**; por minuto (eje x) con respecto al promedio de las
células + su error estandar (eje y) que presentaron dicha frecuencia (Fig. 14 A). Del
mismo modo se obtuvo la distribucion de la frecuencia absoluta del area bajo la
curva de los transitorios de Ca?";, las clases son intervalos de 223 u.a (control) y 461
u.a (bicuculina) del area bajo la curva (eje x) con respecto al promedio de las células

* su error estandar (eje y) que presentaron dicha area bajo la curva (Fig. 14 B).

La prueba de normalidad (D’ Agustino y Pearson) en la distribucion de los
transitorios de Ca2+i, asi como a la distribucion del area bajo la curva, mostré que los
datos no tienen una distribucion normal, tanto en condiciones control como bajo el

tratamiento de bicuculina.

Las distribuciones de la actividad celular muestra que la mayoria de las células
tienen transitorios espontaneos de Ca?*; de baja frecuencia y area bajo la curva
menor, a diferencia de lo que se observa en la minoria de las células, las cuales
presentan actividad espontanea de mayor frecuencia y mayor amplitud, lo cual indica

que las células cromafines in situ tienen patrones distintos de actividad.

Una vez observadas las caracteristicas de los datos, la comparacion
estadistica se realiz6 con la prueba de suma de rangos de Wilcoxon, una prueba no
paramétrica para comparar la media de dos muestras relacionadas y determinar si
existen diferencias entre ellas sin suponer ningun tipo de distribucion en particular.
Esta prueba, calcula el tamafio de las diferencias producidas por un tratamiento en
cada sujeto (cada célula) y ademas la direccion del efecto si este fuera positivo o
negativo. Este analisis mostré que la aplicacidn de bicuculina (antagonista del
receptor GABAA) incrementd significativamente (p<0.000, n=4) la frecuencia y el

area bajo la curva de los transitorios de Ca*"..
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FIGURA 14. Distribuciéon de la frecuencia absoluta de los transitorios de Ca®";y area bajo la
curva de las células cromafines de la rebanada de glandula adrenal. A. Distribucion de la
frecuencia absoluta de los transitorios de Ca®*; en condiciones control y bajo el tratamiento de
bicuculina. B. Distribucion de la frecuencia absoluta del area bajo la curva en condiciones control y
bajo el tratamiento de bicuculina. C. La aplicacion del antagonista de receptores GABA,, bicuculina,
incrementan significativamente la frecuencia y area bajo la curva de los transitorios de Ca®’; (D). El

valor de P de la prueba de suma de rangos de Wilcoxon, p<0.0001, n=4 rebanadas.

Estos resultados son una evidencia de la presencia del GABA enddgeno en el
microambiente celular de la rebanada de la glandula adrenal, que participa en la
inhibicién ténica de las fluctuaciones espontaneas del Ca®'. Sin embargo, la
despolarizacion que induce la activacion de los receptores GABAa por muscimol,

solo se puede explicar por un mecanismo dual del GABA enddgeno.

El primer mecanismo es el incremento en el Ca®*; inducido por la activacion de
receptores GABAA por muscimol, coincide con un posible efecto directo sobre los
receptores GABAA en las membranas de las células cromafines, ya que efectos

similares se han observado en células en cultivo y sin embargo, no se puede
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descartar que el GABA enddgeno también este afectando a estos receptores GABAA

en las membranas de las células cromafines.

El segundo es la activacion del receptor GABAA por el GABA enddégeno que
inhibe de manera ténica los transitorios de Ca** espontaneos o los que pudieran
haber sido generados por estimulos colinérgicos, aun en células donde la
estimulacién de los receptores GABAA por muscimol resultaron en un incremento del
Ca?*, esto se podria explicar por la presencia de receptores GABAA que se pudieran

encontrar en las terminales nerviosas, pre-sinapticas.

6.5 El incremento de los transitorios de Ca**; inducidas por el bloqueo
de receptores GABA, es dependiente de la activacion de receptores

nicotinicos.

Se ha reportado que las consecuencias de la activacion de receptores GABAa varian
considerablemente dependiendo de su localizacién. Por ejemplo, la activacion de
receptores GABA, inhibe la secrecidn en terminales nerviosas de la medula espinal,
retina, corteza olfatoria y pituitaria posterior (Zhang y Jackson, 1995). En la
preparacion de rebanada de glandula adrenal, las terminales nerviosas mantienen
su estructura y su actividad sobre las células cromafines (Kajiwara et al, 1997). Por
lo tanto, no se descarta que el GABA enddgeno pueda estar activando receptores
GABAérgicos en las pre-sinapsis, al igual que como sucede en otros tejidos antes
mencionados y que de esa forma regulen la actividad de las pre-sinapsis

colinérgicas que inervan a las células cromafines.

Uno de los principales efectos de la acetilcolina (ACh) liberada por las pre-
sinapsis de las células cromafines es promover la activacibn de receptores
colinérgicos nicotinicos (hAAChR) post-sinapticos. Y la activacidon de estos receptores
induce potenciales post-sinapticos excitatorios (EPSPs, por sus siglas en inglés), los
cuales pueden llevar a la generacion de uno o mas potenciales de accion. El
incremento en la frecuencia de disparo de potenciales de accién aumenta la entrada
de Ca*" a través de los canales de calcio dependientes de voltaje y por lo tanto,
genera un aumento rapido de la [Ca®*], De esta manera, si se altera la generacion de
los EPSP debido a que se modifica la secrecidon de ACh por un efecto directo

(inhibiciéon por activacion de receptores GABAA por el GABA enddgeno) en las
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terminales pre-sinapticas, el efecto podria manifestarse en los transitorios de Ca®";

de las células cromafines.

Para probar esta hipotesis se caracterizo la respuesta de la estimulacion de los
receptores nAChR y la posibilidad de que la ACh proveniente de las terminales
sinapticas en el microambiente celular mantenga a los nAChR ténicamente activos.
Para esto, a través del sistema de perfusion a partir del segundo 35 durante 15
segundos, se aplicé nicotina (10 pM), un agonista especifico de nAChR, en la

rebana de glandula adrenal.

Los resultados mostraron que en el 100% de las células viables, la nicotina
produce un incremento en el Ca?*. En el 100% de las células cromafines este
incremento fue inhibido después de la aplicacion de Mecamilamina (20 yM), un
antagonista especifico de nAChR (Fig. 15A).

Al caracterizar el efecto del bloqueo farmacolégico de los receptores nAChR
activados por nicotina, se evalud el efecto de la ACh liberada de las terminales
esplacnicas en los transitorios de Ca®*; en presencia de mecamilamina, se observé
que solo en el 18 £+ 4% del total de las células cromafines se inhibieron los
transitorios de Ca®'.. En el 82 + 4% de las células cromafines restantes no se
observé ninglin cambio en el patrén de los transitorios de Ca®*, en comparacién con
la secuencia de imagenes control. Estos resultados indican que la ACh liberada
espontaneamente de las pre-sinapsis, induce la generacion de transitorios de Ca*';

solo en el 20% de las células cromafines en la rebanada de glandula adrenal de rata.

En la preparacion de rebanada de glandula adrenal, las terminales nerviosas
mantienen su estructura y su actividad sobre las células cromafines (Kajiwara et al,
1997). Sin embargo, estos resultados sugieren que un bajo porcentaje de la
liberacion tonica de ACh por las terminales pre-sinapticas contribuyen a mantener la
actividad del Ca?*, en las células cromafines. Esto podria explicarse si la actividad
de estas terminales pre-sinapticas se encuentra inhibida tonicamente por la

activacién de receptores GABAa por el GABA enddgeno.
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FIGURA 15. La estimulacién de los transitorios de Ca®'; por activacién de nAChRs por ACh
endoégena. A. Grafica tipo raster, donde se hace el seguimiento en el tiempo en segundos (eje x) de
la intensidad de fluorescencia de cada una de las areas obtenidas (células, eje y) en cada secuencia
de imagenes. En la grafica se muestra que el incremento en el Ca”", en las células cromafines ocurre
por la estimulacién de receptores nAChR con nicotina, dicho efecto se bloqued por la aplicacién de su
antagonista especifico mecamilamina. B. Trazos representativos de dos células que muestran un
incremento en el Ca®;en respuesta a la estimulacién del receptor nAChR con nicotina (trazos a y b),
el cual fue bloqueado por el tratamiento con mecamilamina. El trazo superior es representativo de una
célula cromafin donde el bloqueo de los receptores nAChR induce un efecto inhibitorio en la actividad
espontanea del Ca®’; (a), el trazo inferior es representativo de una CC donde el bloqueo de los

receptores nAChR no tiene efecto en los transitorios espontaneos de Ca*";.

Para probar esta hipdtesis se estimuld el incremento de los transitorios de Ca**,
por la aplicacion de bicuculina, y para corroborar que los transitorios incrementados
dependen de la estimulacion colinérgica se bloquearon los receptores nAChR con su
antagonista especifico, mecamilamina. Los resultados mostraron que la facilitacion
de los transitorios espontaneos de Ca*'; inducidos por el bloqueo de los receptores
GABAA\ con bicuculina, son dependientes de la activacién de nAChR debido a que al
bloquearlos con su antagonista especifico mecamilamina, se previno la facilitacion
de los transitorios de Ca?*; inducidos por bicuculina en el 100% de las células. Por lo

tanto el GABA enddgeno podria estar activando receptores GABAa en las pre-
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sinapsis inhibiéndolas tonicamente (inhibicidon pre-sinaptica) y frenando la liberacién
de ACh, de esta manera inhibe indirectamente la generacion de transitorios de Ca®";

en las células cromafines (Fig. 16).

FIGURA 16. El incremento de los transitorios de Ca*; inducido por el bloqueo de receptores
GABA, se previene por el bloqueo de receptores nAChR. A. Grafica tipo raster, donde se hace el
seguimiento en el tiempo en segundos (eje x) de los cambios en la intensidad de fluorescencia de
cada una de las areas obtenidas (células, eje y) en cada secuencia de imagenes. Donde se muestra
que el incremento en los transitorios de ca”, por el bloqueo del la actividad de los receptores GABA4
inducida por el GABA enddgeno se inhibe por la aplicacion de mecamilamina. B. En el trazo superior
se muestra el seguimiento de la intensidad de fluorescencia de una célula cromafin representativa
donde la aplicacién de bicuculina induce incrementos en los transitorios de CaZ+i y estos se inhiben en
presencia de mecamilamina (a). En el trazo inferior, la intensidad de fluorescencia de una célula
cromafin representativa con actividad espontanea que no muestra ningun efecto por la aplicacién de
bicuculina, tampoco se modifican los transitorios espontaneos por aplicacién de mecamilamina (b),

n=4 rebanadas.
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Estos resultados sugieren que el GABA enddgeno inhibe la actividad celular, ya
sea que esta inhibicion pueda ser a nivel de las terminales nerviosas que se
conservan en la rebanada de glandula adrenal, en consecuencia, la secrecidén de
ACh es modulada por el GABA enddgeno y/o si la inhibicion es a nivel de
receptores GABAA en las post-sinapsis, también se encontraria inhibiendo la entrada
pre-sinaptica colinérgica. Por lo tanto, el GABA endogeno puede tener grandes
consecuencias sobre la actividad celular, y sobre la secrecion de catecolaminas al

torrente sanguineo.
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7 Discusioén

Los resultados de este trabajo mostraron que la activacion de receptores GABAA por
su agonista, muscimol, induce el incremento en el Ca?*; en casi el 50% de las células
cromafines, asi como la probable inhibicion de la actividad espontanea en un 8% de
las células. Se concluy6 que la actividad espontanea o la falta de ella en las células
cromafines no esta relacionada con el incremento en el Ca®'; en respuesta a la
activacion de receptores GABAa. Se confirmd que muscimol puede inducir la
despolarizacion del potencial de membrana en 3 de 10 células registradas. Y que el
incremento en el Ca?', en respuesta a la activacion de receptores GABAA es
dependiente de Ca** extracelular. La inhibicion de los receptores GABAs, mostré el
efecto del GABA enddgeno en la actividad del Ca®, la inhibicion ténica de las
sefiales de Ca*'; inducidas por estimulos colinérgicos, lo que sugiere la inhibicién

ténica de la secrecion de catecolaminas.

La idea central de este estudio fue tratar de elucidar como se lleva a cabo la
modulacion de las sefiales de Ca?* por la activacién del receptor GABA por el GABA
enddégeno en células cromafines en rebanadas de glandula adrenal. Esta es una
preparacion que mantiene el medio ambiente celular, las interacciones entre las
células para responder coordinadamente a una condicion de estrés y por lo tanto

facilita el estudio de moléculas moduladoras enddgenas.

Se ha propuesto que los cambios en la concentracion de Ca®'j en las células
cromafines determinan en gran parte la funcion de la glandula adrenal. De manera
importante se sabe que estas sefales son moduladas autécrina y paracrinamente
por diferentes factores como ATP y opioides, que son co-secretados en conjunto con
las catecolaminas (CA) (Dunlap y Fischbach, 1981). La liberacion de CA es inducida
por la actividad eléctrica espontanea o en respuesta a un estimulo fisiolégico
colinérgico en las células cromafines. La estimulacion colinérgica induce el
incremento en la concentracion de Ca?*, lo cual promueve la liberacion de
catecolaminas y de moléculas co-secretadas, entre ellas GABA (Oset-Gasque et al.,
1990). De esta manera el GABA enddégeno puede actuar autdcrina y/o
paracrinamente al unirse a sus receptores y regular el potencial de membrana

induciendo o no la activacién de los canales de calcio sensibles a voltaje.

41



Bajo este supuesto, se puede proponer que durante una condicion de estrés
agudo, fisico o emocional, la activacion del nervio esplacnico promueve un aumento
de la exocitosis de catecolaminas en las células cromafines y al mismo tiempo un
aumento en la liberacion de las sustancias contenidas en los granulos cromafines,
entre ellos el GABA. Por lo tanto, habra mas GABA en el medio extracelular que
podria tener una funcién especifica durante la estimulacién colinérgica de las células
cromafines, y otra diferente durante el reposo. Como los efectos que describid
Kataoka en 1986 y Matsuoka en 2008, donde muestran que el GABA exdgeno
durante la estimulacién colinérgica puede inducir inhibicion de las sefiales de Ca*",
en las células cromafines, o los descritos por Kitayama en 1990 donde GABA facilita
la excitacion de las células cromafines inducida por ACh, o donde Xie en 2003
describe que el GABA no tiene efecto durante la estimulacién de los receptores

colinérgicos inducida por aplicacién extracelular de ACh.

A excepcidon de Matsuoka, la mayoria de los trabajos preliminares donde se
investigdo el sistema GABAérgico en células cromafines, fueron realizados en
condiciones de cultivo. Estos trabajos exponen un amplio panorama de los posibles
efectos de la estimulacion conjunta de los receptores nAChR y GABAérgicos
(GABAA) por sus agonistas en las células cromafines. A pesar de los diferentes
resultados obtenidos, se discute que durante la despolarizacion inducida por ACh, la
estimulacién de receptores GABAA deberia promover una hiperpolarizacion, debido a
que el potencial de equilibrio del CI', a pesar de ser menos negativo con respecto al
potencial de reposo de la células cromafines, es negativo con respecto a la
despolarizacion inducida por la ACh (Fujimoto et al. 1987; Kataoka et al. 1986,
Matzuoka et. al., 2008).

Estas hipotesis han sido dificiles de demostrar probablemente por diferencias
en los parametros de estimulacion utilizados y/o a que los estudios estan enfocados
a un solo tipo de respuesta celular; para todos estos trabajos unicamente se tomaron
en cuenta a las células que respondieron con incremento de Ca2+i, como “células con
receptor GABAA” Contrario a esto, en el presente trabajo, se observd que la
activacion de receptores GABAA por su agonista exégeno, muscimol, podria tener
distintos tipos de respuestas en las sefiales de Ca®'; en las células cromafines in
situ, datos que hasta el momento se desconocian. Esta variabilidad en la activacion

de receptores GABAx en las células cromafines a lo largo de la rebanada, se puede
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explicar, si solo el porcentaje que responde a la activacién del receptor GABAA con
un incremento en el Ca®*; expresa los receptores y/o si el gradiente de concentracién
transmembranal de CI';no fuera uniforme en la poblacién de células cromafines de la
glandula adrenal, ya que los efectos inducidos por la activacion de GABAa

(depolarizacién o hiperpolarizacion) dependen del E¢ (Xie et al., 2003).

Otra posibilidad para explicar la variabilidad observada en los efectos de la
activacion de GABAa por sus agonistas, es que dichos efectos puedan variar
dependiendo de las concentraciones utilizadas de GABA o muscimol (Nusser et al.,
1999; Ramadan et al., 2003). Esto se ha observado en tejidos neuronales, donde la
activacion del receptor GABAA puede regular la inhibicién celular de dos maneras
diferentes (Bacci et al., 2003). La primera se denomina inhibicion “fasica” en la cual
la activacion de receptores GABA, sinapticos inducen corrientes inhibitorias post-
sinapticas (IPSCs, por sus siglas en inglés). El segundo caso sugiere que GABA
liberado de las pre-sinapsis, puede escapar de las sinapsis y activar receptores
GABA, extra-sinapticos. A esta condicidn se le denomina inhibicion “ténica”. Para
este ultimo caso la concentracién extracelular de GABA es critica. Se ha calculado
que la concentraciéon de GABA enddgeno, se mantiene en aproximadamente 1 uM
de manera basal en algunos nucleos cerebrales como en el hipocampo de rata
(Lerma et al.,, 1986). Para estos casos se ha observado que el control de la
estimulacién preferentemente de uno u otro sistema (fasico o ténico) depende de la
afinidad al GABA de los diferentes tipos de receptores GABA,, siendo los receptores
involucrados en la inhibicién ténica, mas sensibles a la activacion por GABA que los
involucrados en la inhibicién fasica (Mody, 2001). De esta forma, cuando se estimula
a los receptores exdégenamente con altas concentraciones de agonistas (orden
micromolar) los receptores que se activan pueden ser farmacoldégicamente distintos

a los que estan ténicamente activos (Attwell et al., 1993).

El tejido adrenal puede estar liberando GABA tonicamente durante la actividad
basal de las células cromafines (Oset-Gasque et al., 1990). La falta de expresién en
el tejido adrenal de transportadores del GABA (GAT) involucrados en la recaptura
de GABA (Matsuoka et al., 2008), sugiere que GABA circulante podria tener una
difusion facilitada a lo largo del tejido adrenal y mantener una concentracion ténica
del GABA relativamente elevada. Esto podria inducir una gran influencia reguladora

en las funciones de las células cromafines, como la inhibicién ténica que se observo
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en nuestros experimentos y que se reveld6 mediante la aplicacion de antagonistas

especificos de los receptores GABAA.

Si la inhibicion ténica por el GABA enddégeno se ha descrito en otros tejidos
neuronales como neuronas hipotalamo (Kim et al., 2011) o en células del hipocampo
de rata (Lerma et al., 1986), y se encuentra presente en las células cromafines de la
médula adrenal, podria explicar lo que se observd en nuestros experimentos (Fig.
13), donde la activaciéon del receptor GABAA por muscimol en las células cromafines
induce un incremento en las sefiales de Ca?*; y en las mismas células, la aplicacién
de un antagonista de GABAa induce un incremento en frecuencia y amplitud de los
transitorio de Ca*'.. En estos tipos de células, la inhibicién tonica que induce el
GABA enddgeno en las células cromafines puede explicarse si la inhibicion es a
nivel pre-sinaptico como sugieren los resultados de esta tesis (Fig. 16), sin embargo,
no se descarta la accién post-sinaptica de la bicuculina por la diversidad de

respuestas en las células cromafines que se encontré en la glandula adrenal.

Se ha discutido que la activacion de receptores GABAA por GABA casi siempre
resulta en inhibicién de la actividad neuronal (Zhang y Jackson, 1995). Con los
resultados de este trabajo podemos corroborar que GABA enddgeno esta
induciendo inhibicién de las sefiales de Ca®*; en el tejido adrenal, esta inhibicion
puede ser por una inhibicién de la secrecidn de acetilcolina a nivel pre-sinaptico o

una inhibicién ténica por union a los receptores GABAA de las células cromafines.

La inhibicion ténica en las células cromafines por el GABA enddgeno, puede
provocar que los receptores GABAA se encuentren constantemente activos y por lo
tanto promuevan un cortocircuito en la membrana aumentando la conductancia en la
membrana celular como sucede en neuronas granulares cerebelares y del
hipocampo (Brickley et al., 1996; Stell y Mody 2002). Ello podria disminuir los efectos
de las corrientes excitadoras; asi como cambios en el voltaje que podrian mover al
potencial de membrana lejos del umbral del potencial de accion y alterar la
disposicion de canales de calcio sensibles a voltaje (Rudomin y Schmidt, 1999). Esto
también podria explicar que el incremento de los transitorios de Ca?*;inducidos por la
bicuculina, sean inhibidos antagonizando a los receptores nicotinicos, ya que al
eliminar la inhibicion ténica, las células cromafines se encontraron disponibles para

que los transitorios de Ca?*; fueran facilitados por la liberacion de ACh.
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La inhibicion ténica en las células cromafines de la glandula adrenal ademas
podria estar relacionada con el tipo de receptores GABAA que expresan, cuyas
propiedades dependen de las subunidades que contienen y determinan la inhibicion
ténica GABAérgica (Matsuoka et al., 2008). Esto implica la presencia de receptores
GABAA de alta afinidad a GABA, que no se desensibilizan ante la constante
activacidon y que ademas expresen subunidades 9, las cuales se han implicado en la
regulacion de la corriente tonica en neuronas granulares del cerebelo (Nusser et al.,
1998; Brickley et al., 2001; Hamann et al., 2002), en células granulares del giro
dentado (Overstreet et al., 2001; Stell y Mody 2002).

La inhibicion pre-sinaptica o la inhibicidon ténica en las células cromafines de la
glandula adrenal por el GABA, sugieren nuevos mecanismos para la regulaciéon de la
excitabilidad celular. De esta forma el sistema GABAérgico en el tejido adrenal
modula la exocitosis de las catecolaminas en funcion de la concentracién de GABA

endogeno.
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8 Conclusion

De los resultados obtenidos en el presente trabajo se puede concluir lo
siguiente:

El GABA enddgeno ejerce efectos moduladores sobre la actividad de Ca?*; en
las células cromafines in situ, durante el reposo (actividad espontanea), asi como
durante la estimulacion colinérgica. El uso de la rebanada de tejido adrenal que
asemeja el ambiente tisular intacto, nos permitié demostrar la funcion paracrina del
GABA endodgeno, mismas que estan sustentadas por evidencias como la produccion
y el almacenamiento de GABA en los granulos cromafines, por las diferentes
subunidades de los recetores GABA, y la ausencia de GATs y GABA-T. Ademas se
comprobd que el GABA enddgeno desempefia una funcién paracrina regulando las
sefales de calcio de las células cromafines. Esta regulacién fisiolégicamente se
traduce en inhibicion ténica en las pre-sinapsis y/o post-sinapsis producida por el
cortocircuito, o en la despolarizacion ténica inducida por el GABA endodgeno, lo cual
puede estar regulando la excitabilidad celular tanto espontanea como la inducida por
la estimulacion colinérgica y en consecuencia la secrecién basal y estimulada de

catecolaminas.

Figura 17. Modelo de la regulacion fisiologica que ejerce GABA enddgeno en las pre-sinapsis

y/o post-sinapsis de la glandula adrenal de rata.
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